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Introducción: El cáncer de mama triple negativo (CMTNN) es una enfermedad hete-
rogénea que abarca un amplio espectro de entidades con características biológicas 
diferentes, que se asocian a distinto comportamiento clínico y pronóstico. A pesar de 
ello, las pacientes diagnosticadas de CMTN se tratan en la actualidad de forma uni-
forme, lo que probablemente supone un sobretratamiento de algunas de ellas. Por 
otra parte, las elevadas tasas de recaída tumoral a pesar de dicha quimioterapia es-
tándar, obligan a buscar nuevas terapias que mejoren el pronóstico de las pacientes 
con CMTN y alto riesgo de recaída.  
La proteómica aplicada al estudio del cáncer permite identificar marcadores de diag-
nóstico, pronóstico, y posibles dianas terapéuticas. Sin embargo, su uso en la prácti-
ca clínica diaria sigue estando limitado. El desarrollo de nuevas técnicas de proteó-
mica, que aporten información pronóstica y/o terapéutica de forma sencilla y fiable, 
ayudará a generalizar su uso en la rutina diaria del manejo de los pacientes con 
cáncer.     
Objetivo: construir un predictor pronóstico de recaída tumoral, basado en la expre-
sión de proteínas de una muestra de pacientes operadas de CMTN, analizadas me-
diante SWATH-MS. 
Pacientes y Métodos: estudio retrospectivo en el que se analizaron muestras de 
tejido tumoral, embebidas en parafina y fijadas en formol (FFPE), de 125 pacientes 
operadas de CMTN estadios I-III.  
Resultados: se identificaron un total de 1.206 proteínas mediante SWATH-MS, de 
las que 29 se asociaron de forma significativa con la recaída tumoral (p<0,01). Se 
construyó un agrupamiento jerárquico (HCL) mediante el que se establecieron dos 
grupos de muestras, que no presentaron diferencias significativas en riesgo de re-
caída tumoral entre sí. Se construyó un predictor proteico de recaída, basado en la 
expresión dos proteínas (RBM3 y NIPSNAP1), que dividió a la muestra en un grupo 
de bajo riesgo y otro de alto riesgo de recaída (HR= 6,519; p = 0,0002).  
Conclusiones: SWATH-MS permite identificar y cuantificar proteínas en muestras 
de tejido tumoral FFPE. Se identificó un predictor pronóstico de recaída tumoral en 
CMTN, basado en dos proteínas, cuya utilidad precisa validación en estudios futu-




Introduction: Triple negative breast cancer (TNBC) is a heterogeneous disease 
that encompasses a broad spectrum of entities with different biology, clinical be-
havior and prognosis. In spite of this, patients diagnosed with TNBC are treated in 
a uniform way, which probably supposes an overtreatment of some of them. On 
the other hand, the high rates of tumor relapse, even after standard chemotherapy, 
make it necessary to look for new therapies that improve the prognosis of patients 
with TNBC and high risk of relapse. 
Proteomics applied to the study of cancer allows the identification of diagnostic and 
prognostic biomarkers, as well as possible therapeutic targets. However, its routine 
use in daily clinical practice remains limited. The development of new proteomics 
techniques, which provide prognostic and / or therapeutic information in a simple 
and reliable way, will help to generalize its use in the daily routine of the manage-
ment of cancer patients. 
Objetive: to build a protein-based predictor of relapse in patients with TNBC, using 
SWATH-MS. 
Patients and Methods: retrospective study. Formalin-fixed paraffin-embedded 
samples (FFPE) from 125 patients with stage I-III TNBC were analyzed.  
Results: SWATH-MS identified 1.206 proteins, 29 of which were significantly relat-
ed to relapse (p<0,01). A hierarchical cluster was built with two groups of samples 
that did not show differences in relapse rate. The expression of RBM3 and NIP-
SNAP1 was used to define a prognostic predictor that split the sample into a low-
risk and a high-risk group (HR= 6,519; p-value = 0,0002).  
Conclusions: SWATH-MS allows identifying and quantifying proteins in samples 
of FFPE tumor tissue. We identified a prognostic signature of tumor relapse in 
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El carcinoma de mama es el tumor más frecuente en las mujeres. Se estima que 
en España se diagnostican 25.000 nuevos casos anuales1,2, y el cáncer de mama 












La incidencia de cáncer de mama está aumentando en todo el mundo en las últi-
mas décadas. Este cambio es debido, en parte, al aumento del número de muje-
res en riesgo (envejecimiento de la población, retraso de la edad del primer emba-
razo, uso de terapia hormonal sustitutiva, etc.) pero, sobre todo, se debe al uso 
sistemático de la mamografía de cribado en países desarrollados desde los años 
80.  
El aumento de incidencia ha coincidido con una disminución de la mortalidad por 
cáncer de mama en países desarrollados3,4. Este descenso de la mortalidad está 
relacionado con el diagnóstico en fases más precoces debido al cribado, y a la 
mejora de los métodos diagnósticos y terapéuticos. Según los datos del Instituto 
Nacional de Estadística (INE), algo más de 6000 mujeres fallecieron por cáncer de 
mama en nuestro país en 20165.   
 
 
1.2.- Factores de Riesgo:6  
 
a) Sexo femenino. El cáncer de mama es 100 veces más frecuente en mujeres 
















b) Edad. La incidencia de cáncer de mama aumenta con la edad, duplicándose 
cada diez años hasta la menopausia, a partir de la cual el ascenso de inciden-
cia es más progresivo7.   
c) Edad de menarquia y menopausia. La menarquia precoz y la menopausia tar-
día se han asociado a un mayor riesgo de desarrollar cáncer. Las mujeres que 
presentan la menopausia después de los 55 años tienen el doble de riesgo de 
presentar cáncer de mama que las mujeres que la presentan antes de los 45 
años de edad.  
d) Edad del primer embarazo. Tanto la nuliparidad como la edad tardía del primer 
embarazo se han asociado a mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama a lo 
largo de la vida. El riesgo de padecer cáncer de mama en mujeres que tienen 
su primer hijo después de los 30 años es el doble que en mujeres que tiene su 
primer embarazo antes de los 20 años de edad.  
e) Historia familiar /Cáncer de mama hereditario. 15-20% de los pacientes con 
carcinomas de mama presentan antecedentes familiares.  
Se estima que el 5-10% de los cánceres de mama son hereditarios. De ellos, 
más del 90% están asociados a mutaciones los genes BRCA1 y BRCA2. El 
riesgo de desarrollar un cáncer de mama a lo largo de la vida se sitúa en alre-
dedor de un 60% en los individuos portadores de mutación en BRCA1 y del 
50% en portadores de mutación en BRCA28. El cáncer de mama hereditario 
también se ha asociado a mutaciones en otros genes: TP53 (síndrome de Li 
Fraumeni)9, PTEN (síndrome de Cowden) 10, SKT11 (síndrome de Peutz Je-
ghers)11, CDH112, ATM, CHEK2, PALB2, NF1. 
f) Enfermedades proliferativas benignas de la mama (ej: hiperplasia epitelial atí-
pica severa, papilomas ductales, etc.). 
g) Radioterapia previa sobre pared torácica.  
h) Sobrepeso. El riesgo de cáncer de mama asociado a la obesidad parece de-
pender del estado menopáusico. En mujeres postmenopáusicas o perimeno-
páusicas, el sobrepeso se ha asociado en diversos estudios a un incremento 
de riesgo de cáncer de mama. Un meta-análisis evaluó la relación entre obesi-
dad y cáncer de mama triple negativo, y encontró que las mujeres premeno-
páusicas obesas tenían un aumento significativo de riesgo de padecer este tipo 




i) Terapia hormonal sustitutiva. La duración y el tipo de formulación hormonal pa-
recen influir en el riesgo de desarrollar cáncer de mama. La duración breve y el 
uso de combinaciones estrógeno-progestágeno no parecen aumentar el riesgo.  
 
 
1.3.- Diagnóstico histológico del cáncer de mama 
 
La mayoría de los tumores malignos de la mama se originan en células epiteliales 
y se denominan carcinomas (95%). En función de su capacidad de invasión del 
estroma se clasifican en: 
-  Carcinomas intraductales o ductales in situ. Se caracterizan por la proliferación 
de células epiteliales malignas en el interior del sistema ductal de la mama, sin 
evidencia de invasión del estroma subyacente. En la actualidad, gracias al diag-
nóstico precoz asociado al cribado mamográfico, suponen el 20-25% de todos 
los carcinomas de mama. 
-  Carcinomas infiltrantes. Las células tumorales atraviesan la membrana basal 
subyacente y, por tanto, tienen capacidad de invadir el estroma circundante y 
diseminarse a otros tejidos.  
 
El diagnóstico inicial del cáncer de mama se basa en la exploración física y las 
pruebas radiológicas, pero siempre debe ser confirmado mediante estudio histoló-
gico de la lesión. El diagnóstico histológico se basa en la biopsia de la tumoración 
que, siempre que sea posible, debe realizarse antes de iniciar el tratamiento. Las 
pruebas de imagen previas a la cirugía deben incluir la realización de ecografía de 
la axila, y estudio citológico o histológico de las adenopatías sospechosas, como 
parte de la estadificación prequirúrgica.  
El informe anatomopatológico definitivo, realizado tras la extirpación de la pieza, 
debe incluir todos aquellos factores que van a influir en el tratamiento postquirúrgi-
co (quimioterapia, radioterapia y hormonoterapia). Estos factores, en el caso del 
carcinoma infiltrante, incluyen14:  
a) Tipo histológico. El tipo histológico más frecuente es el carcinoma ductal infil-
trante (70-80%), seguido del carcinoma lobulillar infiltrante (8%) y el carcino-




del 5% del total, incluyen el carcinoma mucinoso / coloide, tubular, medular, 
metaplásico y papilar.  
b) Tamaño tumoral. Debe ser medido al menos en dos dimensiones y la dimen-
sión mayor del componente invasivo será la usada para determinar el estadio 
tumoral.  
c) Grado histológico (grado 1 o bien diferenciado, grado 2 o moderadamente di-
ferenciado, grado 3 o pobremente diferenciado).  
d) Receptores hormonales. La determinación de la expresión de receptor de es-
trógeno (RE) y progesterona (RP) se realiza mediante inmunohistoquímica 
(IHQ). La American Society of Clinical Oncology (ASCO) y el College of Ame-
rican Pathologists (CAP) consideran RE positivo si existe tinción en al menos 
el 1% de las células tumorales. El 80% de los carcinomas de mama expresan 
RE y/o RP15.  
e) HER2. La determinación del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico 
humano (HER2) debe realizarse en todas las pacientes diagnosticadas de 
carcinoma infiltrante de mama. Se estima que HER2 se encuentra amplifica-
do/sobreexpresado en el 18-20% de los carcinomas de mama. Esta determi-
nación puede realizarse mediante técnicas de IHQ, o por la cuantificación de 
copias del gen HER2 utilizando técnicas de hibridación in situ (ISH). Recien-
temente, la ASCO y el CAP han publicado unas recomendaciones conjuntas 
para la determinación de HER2. Según estas guías, los tumores se conside-
ran HER2 positivos si cumplen alguna de las siguientes características16: 
 Presentan una tinción completa e intensa de la membrana celular en ≥ 
10% de las células tumorales (3+). 
 Presentan amplificación del gen HER2 mediante ISH (número de copias 
de HER2 > 6 señales/células o relación HER2/CEP17 ≥ 2.0).  
 
Esta información nos permite dividir los carcinomas infiltrantes de mama en tres 
grupos, dependiendo de su expresión o no de receptores hormonales y HER2, 
que presentan distinto pronóstico y precisan tratamiento diferente17. Aproximada-
mente el 60% de los carcinomas infiltrantes de mama expresan receptores hormo-




tivos, de los cuales la mitad expresan RH. Los tumores que no expresan RE, RP ni 
HER2 se denominan “triple negativos” y suponen el 15-20% del total de los carci-
nomas infiltrantes de mama.     
 
 
1.4.- Estadificación del cáncer de mama  
 
En todas las pacientes con cáncer de mama debería realizarse una estadificación 
clínica, previa a la decisión terapéutica, que ayudará a identificar a aquellas pa-
cientes que van a precisar tratamiento local y/o sistémico. Tras la resección qui-
rúrgica se podrá realizar una estadificación patológica. 
La estadificación clínica se basa en la realización de las siguientes pruebas diag-
nósticas preoperatorias: 
- Estudio radiológico de la mama. La mamografía bilateral es la prueba diag-
nóstica de elección, si bien, en algunos casos es necesario complementarla 
con la realización de ecografía y/o resonancia magnética nuclear.  
- Evaluación de la afectación axilar. Se recomienda realizar ecografía axilar 
ipsilateral para descartar la existencia de adenopatías axilares patológicas.  Si 
existe sospecha de afectación axilar, se recomienda realizar punción-
aspiración con aguja fina (PAAF) para confirmar el diagnóstico. 
- Evaluación de diseminación a distancia. La realización de pruebas comple-
mentarias como TAC, gammagrafía ósea o PET-TAC sólo está indicada en 
estadios localmente avanzados, o cuando existe sospecha clínica o analítica 
de afectación metastásica. 
El sistema de estadificación más utilizado es el TNM, que clasifica el cáncer de 
mama en cuatro estadios (I, II, III y IV), dependiendo de las distintas subcategorías 
del T (tumor primario), N (afectación ganglionar axilar) y de la presencia o no de 
metástasis a distancia (M). En 2017 el American Joint Committee on Cancer 
(AJCC) presentó una actualización del sistema de estadificación TNM (8ª edi-
ción)18, que incluye una estadificación basada en datos clínicos (cTNM, Tabla 1a) 
y patológicos (pTNM, Tabla 1b). La nueva edición del sistema TNM tiene en cuen-
ta además factores biológicos, que influyen en el pronóstico, como la expresión de 




La gran mayoría de los carcinomas de mama diagnosticados en países desarro-
llados se diagnostican en estadio localizado (I, IIA y T2N1M0) o localmente avan-
zado (T3N0M0 y III). El 5% de los casos presentan metástasis a distancia en el 
momento del diagnóstico (estadio IV).  
 
 






     T4a 
     T4b 
 
     T4c 
     T4d 
Carcinoma in situ. 
Tumor ≤ 2 cm. 
Tumor > 2 cm pero ≤ 5 cm. 
Tumor > 5 cm. 
Tumor de cualquier tamaño que se extiende a la pared o la piel. 
- Extensión a pared torácica (no incluye músculo pectoral). 
- Edema (piel de naranja) o ulceración de la piel o nódulos cutáneos satélites confina-
dos a la misma mama. 
- T4a + T4b 
- Carcinoma inflamatorio. 






     N2a 
     N2b 
N3 
      
     N3a 
     N3b 
     N3c 
No evaluados. 
No metástasis ganglionares. 
Metástasis en ganglios axilares homolaterales móviles. 
Metástasis axilares ipsilaterales fijas o adheridas entre sí o ganglios en mamaria interna 
ipsilateral (sin afectación axilar). 
- Ganglios axilares fijos entre sí o a otras estructuras. 
- Metástasis clínicamente aparentes en mamaria interna (sin afectación axilar clínica). 
Metástasis infraclaviculares ipsilaterales o en cadena mamaria interna asociados a afecta-
ción axilar o supraclaviculares ipsilaterales. 
- Infraclaviculares ipsilaterales + axilares. 
- Mamaria interna ipsilateral + axilares. 
- Supraclaviculares ipsilaterales. 




Metástasis a distancia desconocidas. 
No metástasis a distancia. 



































    pT1mi 
    pT1a 
    pT1b 




    pT4a 
    pT4b 
      
    pT4c 
    pT4d 
No evidencia de tumor primario. 
Carcinoma in situ (CDIS, Paget). 
Tumor ≤ 2 cm. 
    * Tumor ≤ 1 mm. 
    * Tumor > 1 mm pero ≤ 5 mm. 
    * Tumor > 5 mm pero ≤ 10 mm. 
    * Tumor > 10 mm pero ≤ 20 mm. 
Tumor > 20 mm pero ≤ 50 mm. 
Tumor > 50 mm. 
Tumor de cualquier tamaño que se extiende a la pared o la piel. 
   * Extensión a pared torácica (no incluye músculo pectoral). 
   * Edema o ulceración de la piel o nódulos cutáneos satélites confinados a la misma 
mama. 
   * T4a + T4b. 
   * Carcinoma inflamatorio. 
Ganglios regionales (N) 
pNx 
pN0 
  pN0(i+) 
  pN0(mol+) 
 
pN1 
     pN1mi 
     pN1a 
     pN1b 
      
     pN1c 
 
pN2 
    pN2a 
    pN2b 
 
pN3 
    pN3a 
     
    pN3b 
 
    pN3c 
No evaluados. 
No metástasis ganglionares o sólo células tumorales aisladas. 
  * Sólo células tumorales aisladas, pero sin acúmulos celulares > 0’2 mm. 
  * Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), sin evidencia de células tumorales aisla-
das. 
   
   * Micrometástasis (aproximadamente 200 células, > 0’2 mm pero ≤ 2 mm). 
   * Metástasis en 1 a 3 ganglios axilares (al menos un depósito tumoral  > 2 mm). 
   * Metástasis en ganglios de cadena mamaria interna, detectados por biopsia ganglio 
centinela pero no evidentes clínicamente. 
   * Metástasis en 1 a 3 ganglios axilares y en ganglios de cadena mamaria interna, 
detectados por biopsia ganglio centinela pero no evidentes clínicamente. 
 
   * Metástasis en 4 a 9 ganglios axilares (al menos uno > 2 mm). 
   * Metástasis en cadena mamaria interna clínicamente aparentes, en ausencia de 
ganglios axilares. 
 
Metástasis en ≥ 10 ganglios axilares (al menos uno > 2 mm) o infraclaviculares ipsilate-
rales. 
Metástasis en ganglios cadena mamaria interna clínicamente aparentes en presencia 
de 1 ó más ganglios axilares ipsilaterales. 














Estadio IA T1 N0 M0 
Estadio IB T1 N1mi M0 
Estadio IIA T1 N1 M0 
T2 N0 M0 
Estadio IIB T2 N1 M0 
T3 N0 M0 
Estadio IIIA T1-T3 N2 M0  
T3 N1 M0 
Estadio IIIB T4 N0-N2 M0 
Estadio IIIC Cualquier T N3 M0 
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1 









1.5.- Clasificación molecular del cáncer de mama  
 
Los estudios pioneros sobre expresión génica del cáncer de mama fueron publi-
cados hace más de 15 años por Perou y cols19. Este grupo analizó, mediante mi-
croarrays de ADN, más de 8000 genes humanos en 65 muestras de carcinoma de 
mama e identificaron, por primera vez, distintos subtipos de tumores de mama con 
distintos patrones de expresión génica basados en clusters (agrupaciones) de ge-
nes. Los resultados de dicho estudio evidenciaron la presencia de diversos fenoti-
pos moleculares sugiriendo la existencia de una gran diversidad biológica en los 
tumores mamarios, estableciendo cuatro subtipos principales: Luminal, HER2, ba-
sal-like y normal-like.  
Un estudio posterior, en el que se analizaron 78 carcinomas mediante microarrays 
de ADN, permitió depurar la lista de genes capaces de diferenciar los cuatro pa-
trones previamente descritos y reducirla a 476 genes, algo que actualmente se 
conoce como perfil intrínseco de expresión20.  
Estudios realizados en los últimos 15 años, basados en el análisis global de la ex-
presión génica, han permitido identificar 5 subtipos intrínsecos de cáncer de mama 
(Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like y Claudin-low), así como un 
grupo de tumores denominados Normal-like. Estos subtipos muestran diferencias 
significativas en términos de incidencia, factores de riesgo, edad al diagnóstico, 
pronóstico y respuesta al tratamiento.  
- Subtipos Luminales. Son los subtipos más frecuentes y suponen la mayoría de 
los tumores con RE positivos. Su nombre se debe a la similitud entre la expre-
sión génica de estos tumores y las células epiteliales luminales normales de la 
mama. Típicamente expresan citoqueratinas 8 y 18. Se subclasifican en 2 tipos, 
que presentan importantes diferencias moleculares y pronósticas:  
 Luminal A: suponen el 40% de todos los carcinomas infiltrantes de mama. 
Suelen presentar elevada expresión de genes asociados con el RE, baja ex-
presión de genes relacionados con el cluster HER2 y baja expresión de genes 
relacionados con la proliferación celular. Los tumores Luminal A son, en gene-





 Luminal B: suponen el 20% de los carcinomas de mama. Se asocian a una 
menor expresión, aunque presente, de genes asociados con el RE, expresión 
variable del cluster HER2 y elevada expresión de genes relacionados con la 
proliferación celular. Presentan a peor pronóstico que los tumores Luminal A. 
- HER2-enriched. Supone el 10-15% de todos los carcinomas de mama y se ca-
racteriza por la elevada expresión de HER2 y de clusters de genes de prolifera-
ción, así como la baja expresión de clusters de genes luminales y basales. Habi-
tualmente son negativos para receptores hormonales. Sólo la mitad de los tumo-
res HER2 positivos son “HER2-enriched” en el estudio molecular. La mitad res-
tante puede incluir cualquier subtipo molecular, aunque la mayoría son subtipos 
luminales HER2 positivos.  
- Subtipo Basal. El cáncer mama basal se caracteriza por la expresión del cluster 
basal, un grupo de genes que incluye el gen del receptor de factor de crecimien-
to epidérmico (EGFR, HER1), citoqueratinas basales 5/6, c-Kit, el cluster de pro-
liferación, y baja expresión de genes relacionados con los receptores hormona-
les y el receptor de HER2.  
- Subtipo Claudin-Low. Fue descrito con posterioridad a los anteriores21 y supone 
un 5-10% de los carcinomas de mama (y hasta un 30% de los tumores triple ne-
gativos)22. Son tumores de alto grado, con mal pronóstico, y que habitualmente 
no expresan receptores hormonales ni HER2 (triple negativos), aunque hasta un 
15-25% de ellos son positivos para receptores hormonales. Aunque la mayoría 
de los tumores Claudin-low son carcinomas ductales infiltrantes, son frecuentes 
en este subtipo intrínseco las histologías carcinoma medular y carcinoma meta-
plásico. Presentan una tasa de respuesta a quimioterapia preoperatoria inter-
media entre los tumores basales y los luminales. Se caracteriza por una escasa 
o ausente expresión de genes de proliferación y adhesión celular, pero presenta 
una importante expresión de genes de transición epitelio-mesénquima, asocia-
dos con respuesta inmune y marcadores de células pluripotentes (stem cell).  
Recientemente, el grupo The Cancer Genome Atlas Network ha completado la 
mayor caracterización molecular de cáncer de mama realizada hasta la fecha23. 
Se analizaron datos moleculares en 466 muestras de tumores de mama mediante 




metilación del ADN y aberraciones en el número de copias de ADN. Los 10 genes 
más frecuentemente mutados fueron TP53 (37% de los casos), PIK3CA (36%), 
GATA3 (11%), MAP3K1 (8%), MLL3 (7%), CDH1 (6’5%), MAP2K4 (4%), RUNX1 
(3,5%), PTEN (3,4%) y TBX3 (2.5%). Los subtipos intrínsecos de cáncer de mama 
mostraron diferencias significativas en la distribución de estas mutaciones. Así, el 
80% de los tumores basal-like mostraron mutaciones somáticas de TP53, 72% de 
los HER2-enriched, 32% de los luminal B y 12% de los luminal A. En cambio, mu-
taciones en PIK3CA se encontraron en 45% de los tumores luminal A, y sólo en un 
9% de los basal-like.     
Desde 2011, el consenso de expertos internacionales de St. Gallen adoptó una 
aproximación a estos subtipos intrínsecos, basándose en los hallazgos patológi-
cos, para recomendar tratamientos complementarios en el cáncer de mama pre-
coz. Aunque el panel de expertos reconoce que las plataformas moleculares de 
expresión multigénica son más exactas, estas no están disponibles de forma ge-
neralizada para todas las pacientes. La tabla 2 recoge los subtipos intrínsecos su-
brogados, recomendados por el panel de expertos de St. Gallen, para realizar cla-
sificación pronóstica y ayudar en las decisiones terapéuticas, en los casos en los 
que no sea posible realizar el análisis molecular24.       
Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados en los últimos años para mejorar 


















Subtipo intrínseco Definición clínico-patológica surrogada 
Luminal A “Luminal A like” 
RE positivo  
HER2 negativo 
Ki 67 bajo* 
RP alto** 
Bajo riesgo en perfil molecular (si disponible) 
Luminal B “Luminal B like (HER2 positivo)” 
RE positivo, HER2 negativo y Ki 67 bajo o RP alto. 
Alto riesgo en perfil molecular (si disponible). 
 
“Luminal B like (HER2 negativo)” 
RE positivo HER2 positivo, independientemente de Ki 67 y RP. 
HER2 “HER2 no luminal” 
Expresión de HER2 
Ausencia de expresión de RE y RP 
Basal like Triple negativo (ausencia de expresión de RE, RP y HER2)  
*Los valores de Ki-67 deberían ser evaluados a la luz de los valores del laboratorio local: por ejemplo, si 
el laboratorio tiene un valor medio de Ki 67 en RE positivo de 20%, valores ≥ 30% podrían considerarse 
claramente altos, y valores <10% claramente bajos.  **Se sugiere un punto de corte para RP de 20%. 
 
 
1.6.- Factores pronósticos y predictivos. 
  
La identificación de factores pronósticos tiene un importante valor a la hora de 
determinar qué pacientes que presentan mayor riesgo de recaída tumoral y, por 
tanto, van a beneficiarse de un tratamiento adyuvante tras la cirugía. Los factores 
pronósticos son generalmente marcadores de proliferación, invasión y potencial de 
diseminación. 
a) Afectación ganglionar. La ausencia o presencia de afectación ganglionar axilar 
es el factor pronóstico independiente más importante en el cáncer de mama 
operado. Aunque la presencia de macrometástasis en los ganglios axilares es 
un factor pronóstico independiente bien establecido, está menos claro el signi-
ficado pronóstico de la presencia de micrometástasis (afectación ganglionar ≤2 
mm, pN1mi) o células tumorales aisladas (pN0(i+)).  
b) Tamaño tumoral.  
c) Tipo histológico. No existen diferencias pronósticas significativas entre el carci-
noma ductal y lobulillar infiltrantes. Las formas histológicas de pronóstico favo-
rable son: carcinoma tubular y tubulolobulillar, cribiforme invasivo, mucinoso, 
papilar, secretor y adenoide quístico. 
d) Grado histológico.  







e) Invasión vascular y linfática.  
f) Edad. La presencia de cáncer de mama en pacientes menores de 35 años se 
asocia a peor supervivencia. Estas pacientes suelen presentar tumores en es-
tadios más avanzados y frecuentemente receptores hormonales negativos.   
g) Marcadores de proliferación. Varios estudios apoyan el valor pronóstico de Ki-
67. Sin embargo, su validación clínica ha mostrado dificultades. Aunque los va-
lores altos o bajos de Ki-67 son útiles clínicamente, no está claro cual es el 
punto de corte óptimo para tomar decisiones clínicas.  
h) Receptores hormonales. Los datos sugieren que la tasa anual de recaída du-
rante los primeros 5 años es mayor para los tumores con receptores hormona-
les negativos en comparación con los tumores con receptores hormonales po-
sitivos.   
i) Sobreexpresión/Amplificación de HER2. En ausencia de terapia dirigida anti-
HER2, la sobreexpresión de HER2 se asocia a peor pronóstico, tanto en pa-
cientes con ganglios positivos como negativos. Varios estudios muestran que 
este valor pronóstico se mantiene incluso en tumores de pequeño tamaño (≤1 
cm). 
j) Plataformas moleculares de expresión génica. Tradicionalmente las decisiones 
sobre la administración de tratamiento adyuvante se han basado en las carac-
terísticas histológicas del tumor (tamaño, grado, expresión de HER2 y RH, 
afectación ganglionar), así como las características individuales de la paciente 
(edad, estado menopáusico, situación funcional, comorbilidad), sin tener en 
cuenta las características “biológicas” del tumor. La sospecha de que esto po-
día suponer sobretratar a un significativo número de pacientes, y exponerlas a 
efectos secundarios de forma innecesaria, hizo que se desarrollaran nuevas 
herramientas (firmas génicas) con el fin de identificar aquellos tumores que 
presentan mejor pronóstico. Estas firmas han demostrado que, evaluando las 
características moleculares de cada tumor, podemos identificar a aquellas pa-
cientes con cáncer de mama localizado que presentan bajo riesgo de recaída a 
distancia y en las que, por tanto, podríamos evitar la administración de quimio-





A continuación, se recogen las plataformas moleculares más utilizadas en la 
actualidad: 
 MammaPrint®. Usa una plataforma de 70 genes para clasificar a las pacien-
tes en estadio temprano de la enfermedad en 2 categorías de riesgo (alto o 
bajo riesgo de recidiva a distancia), utilizando la tecnología de microarrays 
de ADN25. Esta firma genética ha sido validada de forma prospectiva en un 
estudio fase III (MINDACT), en el que se incluyeron 6693 pacientes con 
carcinoma de mama precoz (T1-T3, con 0 a 3 ganglios axilares afectos). El 
estudio demostró que las pacientes con características clínicas de alto ries-
go de recaída, pero perfil de expresión génica de bajo riesgo usando 
MammaPrint®, presentaban una supervivencia libre de recaída a distancia a 
5 años de 94,7% a pesar de no haber recibido quimioterapia adyuvante. 
Por tanto, este test permite identificar pacientes que no se van a beneficiar 
de tratamiento con quimioterapia adyuvante26.  
 OncotypeDX®. Esta firma génica se basa en la tecnología de RT-PCR (pro-
ceso de transcripción inversa seguida de PCR a tiempo real), y evalúa la 
expresión de 21 genes. El nivel de expresión de los genes se analiza y se 
obtiene un valor que se denomina Recurrence Score (RS de 0 a 100 pun-
tos), que cuantifica el riesgo de recaída de la enfermedad. Aunque la apro-
bación del test se realizó en base a resultados de estudios retrospecti-
vos27,28, la publicación reciente del ensayo clínico TAILORx confirma los 
buenos resultados de estudios previos. El TAILORx incluyó pacientes diag-
nosticadas de carcinoma de mama sin afectación axilar, con receptores 
hormonales positivos y HER2 negativo. Los resultados preliminares mues-
tran una supervivencia libre de recaída a distancia de 99,3% en el subgrupo 
de bajo riesgo (RS menor de 11 puntos), que no recibió quimioterapia29. En 
el subgrupo de riesgo intermedio (RS 11-25 puntos), la supervivencia libre 
de enfermedad invasiva no fue inferior en las mujeres que recibieron sólo 
hormonoterapia adyuvante frente a las que recibieron quimioterapia y hor-
monoterapia. Sin embargo, en las mujeres menores de 50 años con RS en-
tre 16 y 25 puntos la quimioterapia sí parece disminuir el riesgo de recaí-




 ProsignaTM/PAM 50. Es un análisis molecular de expresión génica de 50 
genes, que permite clasificar el tumor en uno de los 4 subtipos intrínsecos 
(Luminal A, Luminal B, HER2-enriched y Basal-like), y aporta información 
del riesgo de recurrencia (risk of recurrence, ROR) a 10 años. ProsignaTM 
ha demostrado su valor pronóstico tras su validación retrospectiva en dos 
estudios independientes (TransATAC y ABCG-8)31,32. 
 EndoPredict®. Este test está basado en la expresión de 12 genes. Presenta 
la peculiaridad de que incluye características clínicas como el tamaño tumo-
ral o la presencia o ausencia de metástasis axilares, para clasificar a las 
pacientes en dos grupos de riesgo (alto y bajo)33,34. 
 Breast Cancer Index (BCI). Es un perfil de expresión génica que evalúa 11 
genes, que ha sido validado de forma retrospectiva en varios estu-
dios35,36,37, demostrando ser una herramienta útil para predecir pronóstico, 
así como para evaluar el beneficio de tratamiento hormonal.  
Para pacientes con tumores RE positivos y HER2 negativos, las firmas multi-
génicas permiten identificar a un grupo de pacientes con muy buen pronóstico, 
para las cuales los escasos beneficios de la quimioterapia adyuvante no justifi-
can los riesgos asociados a la misma. Sin embargo, las guías internacionales 
no recomiendan usar estas plataformas para tomar decisiones sobre la admi-
nistración de quimioterapia adyuvante en pacientes con cáncer de mama 
HER2 positivo o triple negativo38,39,40.   
 
Los factores predictivos aportan información sobre la posibilidad de respuesta a 
una determinada terapia. Los únicos marcadores predictivos bien establecidos en 
cáncer de mama precoz hasta el momento son la expresión de receptor estrogéni-
co (se asocia a respuesta a terapia hormonal) y la expresión de HER2 (se asocia 
a beneficio de terapias antiHER2). Datos recientes sugieren el valor predictivo de 
algunos test genómicos (especialmente Oncotype®)41 para evaluar el beneficio de 









1.7.- Tratamiento del cáncer de mama. 
En general, las pacientes con estadios precoces son tratadas con resección del 
tumor primario (tumorectomía o mastectomía) y de los ganglios linfáticos (biopsia 
selectiva de ganglio centinela ± linfadenectomía axilar), seguida o no de radiotera-
pia complementaria. Una vez completado el tratamiento quirúrgico, se valorará la 
necesidad de tratamiento sistémico adyuvante (hormonoterapia y/o quimioterapia) 
en función los hallazgos anatomo-patológicos en la pieza quirúrgica.  
La evidencia fundamental para apoyar el uso de tratamientos adyuvantes en cán-
cer de mama proviene de los meta-análisis del Early Breast Cancer Trialists’ Co-
llaborative Group (EBCTCG), que periódicamente realiza un meta-análisis revi-
sando los datos disponibles en tratamiento adyuvante de cáncer de mama. El últi-
mo meta-análisis del EBCTCG publicado mostraba una reducción significativa del 
riesgo de recaída y muerte para pacientes que recibían quimioterapia basada en 
antraciclinas frente a las que no recibían quimioterapia adyuvante42.   
Así mismo, el meta-análisis mostraba que la incorporación de taxanos (Paclitaxel o 
Docetaxel) a esquemas con antraciclinas, se asocia a una reducción significativa 
del riesgo de recaída y muerte frente a esquemas que sólo utilizan antraciclinas42. 
Estos datos, así como los resultados de varios estudios fase III que confirman el 
beneficio de la adición de taxanos a los esquemas con antraciclinas43,44,45,46, han 
convertido a esta combinación en el tratamiento adyuvante estándar en pacientes 
con alto riesgo de recaída. Varios esquemas de quimioterapia, que combinan am-
bos fármacos, son recomendados por las guías internacionales83 para el trata-
miento adyuvante (Tabla 3).   
Varios ensayos clínicos y meta-análisis han demostrado que la hormonoterapia 
adyuvante mejora la supervivencia en mujeres con cáncer de mama no metastási-
co con receptores hormonales positivos. Por ello, existe un consenso unánime so-
bre la indicación de hormonoterapia en estas pacientes, así como su falta de utili-










La quimioterapia preoperatoria (también denominada neoadyuvante) se asocia 
con tasas elevadas de respuesta, que favorecen la realización de cirugía con me-
jor resultado cosmético, aunque no ha demostrado aumentar la SLE ni la SG res-
pecto a la quimioterapia adyuvante47,48. Aunque inicialmente la quimioterapia 
preoperatoria se desarrolló con intención de reducir el tamaño tumoral y poder re-
secar tumores localmente avanzados irresecables, con el paso de los años se ha 
convertido en un tratamiento habitual en pacientes con tumores operables, con el 
objetivo de conseguir mejores resultados estéticos y reducir el número de mastec-
tomías realizadas.  
En el caso del cáncer de mama, la quimioterapia se asocia a elevadas tasas de 
respuesta, incluso de respuesta completa patológica (RCp). La definición más 
aceptada en la actualidad de RCp requiere la ausencia de tumor residual infiltrante 
en la mama y en la axila (ypT0/is ypTN0), tras la quimioterapia neoadyuvante. La 
AC (4 ciclos)  Paclitaxel semanal (12 
semanas) 
- Adriamicina: 60 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
- Ciclofosfamida: 600 mg/m2 día 1, cada 21 días.  
   
- Paclitaxel: 80 mg/m2/semana. 
AC dosis densas (4 ciclos)   Paclitaxel 
semanal (12 semanas): 
- Adriamicina: 60 mg/m2 día 1, cada 14 días. 
- Ciclofosfamida: 600 mg/m2 día 1, cada 14 días.  
    
- Paclitaxel: 80 mg/m2/semana. 
AC (4 ciclos)   Docetaxel (4 ciclos): - Adriamicina: 60 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
- Ciclofosfamida: 600 mg/m2 día 1, cada 21 días.  
    
- Docetaxel 100 mg/m2 día 1 cada 21 días. 
TAC (6 ciclos):  
 
- Adriamicina: 50 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
- Ciclofosfamida: 500 mg/m2 día 1, cada 21 días.  
- Docetaxel: 75 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
FEC (3 ciclos)  Docetaxel (3 ciclos): - Epirrubicina: 100 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
- Ciclofosfamida: 500 mg/m2 día 1, cada 21 días.  
- 5 FU: 500 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
    
- Docetaxel 100 mg/m2 día, cada 21 días. 
FEC (4 ciclos)  Paclitaxel (8 semanas): - Epirrubicina: 90 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
- Ciclofosfamida: 500 mg/m2 día 1, cada 21 días.  
- 5 FU: 500 mg/m2 día 1, cada 21 días. 
    
- Paclitaxel: 100 mg/m2/semana (8 semanas). 







presencia de carcinoma in situ residual en la pieza no parece tener impacto en el 
riesgo de recaída a distancia.   
Las pacientes que alcanzan RCp tras quimioterapia preoperatoria presentan mejor 
SLE y SG que aquellas en las que persiste enfermedad residual en la pieza qui-
rúrgica. Esto supone una importante información sobre la quimiosensibilidad tumo-
ral, así como información pronóstica respecto a la evolución de la enfermedad, lo 
que ha llevado a la Food and Drug Administration (FDA) a aceptar la RCp como un 
objetivo primario adecuado para el registro de nuevas terapias en estudios de 
quimioterapia preoperatoria en tumores HER2 positivos y triple negativos51.   
Recientemente se ha postulado que mujeres con carcinoma de mama en estadios 
iniciales HER2 positivo o triple negativo, que van a recibir quimioterapia adyuvante 
por dicha histología, se beneficiarían de recibir dicho tratamiento en el escenario 
neoadyuvante debido a la elevada tasa de RCp observada en estos subtipos51. 
Muchos autores consideran que la quimioterapia preoperatoria debería ser el tra-
tamiento de elección en carcinoma de mama estadio II-III e histología triple negati-




2.- CARCINOMA DE MAMA TRIPLE NEGATIVO. 
 
El cáncer de mama triple negativo (CMTN) es una enfermedad heterogénea que 
se define por la ausencia de expresión de receptores de estrógeno y progestero-
na, así como la ausencia de sobreexpresión/amplificación de HER2. El CMTN, que 
es un concepto anatomo-patológico, supone alrededor del 15%-20% de todos los 
carcinomas infiltrantes de mama. Tradicionalmente hemos utilizado los conceptos 
Triple Negativo y Basal-like de forma intercambiable. Sin embargo, se ha compro-
bado que dentro del grupo de CMTN pueden identificarse todos los subtipos mole-
culares, aunque la gran mayoría (75%-80%) corresponden a tumores Basal-
like53,54,55.  Varios estudios sugieren que la expresión de citoquieratinas CK5/6 y 
factor de crecimiento epidérmico (EGFR /HER1) en tumores triple negativos se 
asocia a fenotipo basal56,57,58.  
Prat y cols. analizaron, mediante PAM50, 421 tumores triple negativos por IHQ, y 




like (7,8% HER2-enriched, 6,6% luminal y 7,0% normal-like). Por el contrario, de 
los 473 tumores subtipo basal-like, sólo el 68,5% eran triple negativos por IHQ54. 
(Figura 2).  
 
 









   
En el análisis del proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA) se incluyeron 81 
carcinomas de mama basal-like (65 de los cuales eran además triple negativos). 
Este estudio mostró una elevada frecuencia de mutaciones en TP53 (80%) en los 
tumores basal-like, lo que sugiere que una pérdida de función de TP53 ocurre en 
la mayoría de estos tumores. Esta publicación también mostró que la pérdida / mu-
tación de BRCA1 y la pérdida de retinoblastoma 1(RB1) son frecuentes en estos 
tumores, así como la activación de la vía PI3K (bien por mutación del gen PIK3CA 
o por pérdida de los reguladores negativos INPP4B y/o PTEN). En este estudio 
también se comprobó una similitud genética entre los carcinomas de mama basal-
like y los carcinomas serosos de ovario (elevada frecuencia de mutaciones ATM y 
TP53, elevada expresión de AKT3 y MYC, inactivación de BRCA1 y BRCA2, y 
amplificación de ciclina E1)23.   
Hasta el 20% de los CMTN presentan mutaciones en el gen BRCA, especialmente 
en BRCA1, mientras que menos del 6% de los carcinomas de mama se asocian a 
mutación de BRCA. El 90% de los tumores con mutación de BRCA1 son triple ne-
gativos.  
 
Figura 2. Distribución de los subtipos moleculares intrínsecos y 
patológicos de tumores triple negativos y tumores basal-like. 
Abreviaturas: HR, receptor hormonal; TNBC, carcinoma de 





2.1.- Historia Natural y comportamiento clínico del CMTN. 
Las pacientes con CMTN presentan mayor riesgo de recaída, tanto local como a 
distancia, y las metástasis suelen ocurrir más frecuentemente a nivel visceral que 
a nivel óseo, a diferencia de otros subtipos histológicos59,60,61,62,63 . Harrell y cols. 
encontraron que el pulmón y el sistema nervioso central eran la primera localiza-
ción de metástasis en pacientes con tumores triple negativos, mientras que en tu-
mores HER2 positivos la localización más frecuente fue el hígado y en tumores 
RE positivos fue el hueso60.  Resultados concordantes mostró el estudio de Smid y 
cols. que, tras analizar la relación entre los subtipos moleculares de cáncer de 
mama y el lugar de recaída, encontraron que las metástasis pulmonares y cere-
brales eran significativamente más frecuentes en el subtipo basal que en los sub-
tipos luminales59.   
Los CMTN son generalmente tumores de alto grado64,65, y el subtipo histológico 
más frecuente es el carcinoma ductal infiltrante. Otros tipos histológicos poco fre-
cuentes, como el carcinoma medular o el carcinoma metaplásico, suelen ser tam-
bién triple negativos. En un análisis de 426 CMTN realizado por Pogoda y cols.66, 
el 82% de los casos resultaron ser carcinomas ductales, 5% lobulillares, 4% meta-
plásicos, 2,3% medulares, 1,6% apocrinos, 0,9% neuroendocrinos, 0,5% cribifor-
mes y 0,5% mucinosos. En esta serie, la supervivencia a 5 años, fue inferior para 
el carcinoma ductal que para otros subtipos histológicos (100% para los subtipos 
medular, apocrino y neuroendocrino)66. Otros estudios también han mostrado una 
mejor supervivencia para los subtipos medular67 y adenoide quístico68 en compa-
ración con carcinomas ductales infiltrantes triple negativos.  
El CMTN tiende a aparecer en mujeres más jóvenes63,64,69, y tiene un curso clínico 
agresivo, siendo el tumor de mama de peor pronóstico65. Dent y cols. analizaron la 
evolución clínica de 1601 pacientes con cáncer de cáncer de mama (11% de ellas 
tenían tumores triples negativos). La tasa de recaída a distancia fue significativa-
mente mayor en el grupo con tumores triple negativos (34% frente a 20%; p 
<0,0001), así como la probabilidad de muerte a 5 años (Hazard ratio 3,2; IC 95% 




La mayoría de las recaídas ocurren en los tres primeros años desde el diagnósti-
co64,70,71, y las pacientes que no recaen en estos primeros años muestran un pro-
nóstico similar a las que tienen tumores RE positivos. En el estudio de Dent y 
cols64, referido previamente, el tiempo a la recaída a distancia fue significativamen-
te menor en los tumores triple negativos (2,6 años versus 5,0 años; p<0,0001. Fi-
gura 3), ocurriendo el 70% de las muertes en mujeres con CMTN en los primeros 
5 años tras la cirugía. No se observaron recaídas a distancia después de los 8 
años del diagnóstico, mientras que en el grupo RE positivos se produjeron recaí-












El microambiente tumoral, y más concretamente la infiltración linfocitaria peritumo-
ral, han sido relacionados con la supervivencia y la respuesta a los tratamientos 
oncológicos. La expresión de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs), determinada 
mediante IHQ, ha demostrado tener valor pronóstico y predictivo de respuesta, 
tanto en adyuvancia72,73,74,75,76 como en neoadyuvancia77,78 de cáncer de mama, 
especialmente en CMTN y tumores HER2 positivos72,79. Los TILs, tanto estromales 
como intratumorales, se asocian con tumores de alto grado, receptores hormona-
les negativos y elevada expresión de Ki-67. Se estima que un 70% de los CMTN 
contienen ≥ 20% de TILS en el estroma tumoral72.   
Varios estudios han mostrado que la presencia de TILs se asocia a mayor probabi-
lidad de alcanzar RCp tras quimioterapia preoperatoria77,78,80, menor riesgo de re-
caída a distancia y mejor supervivencia73,74,76.  
 
Figura 3. Supervivencia libre recaída a distan-
cia en CMTN versus carcinoma de mama no 




A pesar de que varios estudios han demostrado el valor pronóstico de la presencia 
del TILs, en pacientes con CMTN tratado con quimioterapia adyuvante basada en 
antraciclinas81, las guías clínicas y los grupos de expertos no recomiendan usarlos 
como base para la toma de decisiones24,82.  
 
2.2.- Tratamiento adyuvante y neoadyuvante en CMTN. 
El uso de quimioterapia adyuvante se recomienda en todas las mujeres con CMTN 
y tamaño tumoral ≥ 0,5 cm o ganglios positivos (independiente del tamaño tumo-
ral)83. La ausencia de expresión de receptores hormonales y HER2 hace que es-
tas pacientes no se beneficien de tratamiento hormonal ni de terapias antiHER2. 
En el momento actual no existe ninguna terapia específica para este tipo de tumo-
res, por lo que el tratamiento adyuvante se basa en el uso de quimioterapia basa-
da antraciclinas y taxanos84, al igual que el resto de carcinomas de mama con alto 
riesgo de recaída. Esta quimioterapia estándar es muy eficaz en un subgrupo de 
pacientes con CMTN, y la identificación de estas pacientes, así como de las que 
tienen menos probabilidades de responder a estas terapias, tendrá impacto en los 
tratamientos elegidos y en los resultados finales.   
La quimioterapia preoperatoria en CMTN se asocia a elevadas tasa de RCp (30-
40%)85,86,87 . Sin embargo, las pacientes que no alcanzan RCp tienen un alto ries-
go de recaída tumoral precoz y un pobre pronóstico. Varios estudios recientes70,85 
y meta-análisis42 muestran una mayor supervivencia en aquellos pacientes en los 
que la quimioterapia neoadyuvante consigue erradicar por completo el tumor. El 
CTNeoBC pooled analysis85, que analizó casi 12.000 pacientes incluidos en 12 
ensayos de quimioterapia preoperatoria, mostró que la RCp (ypT0/is ypN0) se 
asociaba de forma significativa con una mejor supervivencia libre de evento y SG. 
Esta asociación fue especialmente fuerte en CMTN (HR para supervivencia libre 
de evento: 0,24; IC 95% 0,18-0,33; Figura 4. HR para SG: 0,16, IC 95% 0,11-0,25) 
y tumores HER 2 positivos con receptores hormonales negativos (HR para super-
vivencia libre de evento: 0,15; IC 95% 0,09-0,27. HR para SG: 0,08; IC 95% 0,03-













El subtipo intrínseco de cáncer de mama ha demostrado asociarse con la probabi-
lidad de alcanzar RCp tras quimioterapia preoperatoria. Prat y cols. analizaron re-
trospectivamente casi mil muestras de tumor de pacientes tratadas con quimiote-
rapia neoadyuvante, y encontraron una tasa de RCp de 6%, 16%, 37% y 38% pa-
ra los subtipos Luminal A, Luminal B, HER 2-enriched y Basal-like respectivamen-
te. En el análisis multivariante, el subtipo intrínseco se asoció de forma indepen-
diente con la RCp, después de haber ajustado por edad, tamaño tumoral, grado, 
expresión de HER2, expresión de receptores hormonales y estudio88.  
Varios estudios realizados en CMTN, tanto en enfermedad avanzada90 como en 
estadios iniciales, sugieren un beneficio del uso de sales de platino en esta sub-
población de pacientes. BRCA1 y BRCA2 son genes supresores, que participan 
directamente en la reparación de las roturas de la doble cadena de ADN mediada 
por recombinación homóloga. Las sales de platino son citostáticos que se unen di-
rectamente al ADN, dando lugar a entrecruzamientos que impiden la división celu-
lar. El interés en la quimioterapia basada en platino en el CMTN se basa en la hi-
pótesis de una mayor susceptibilidad de los tumores con disfunción de la repara-
ción de ADN mediada por recombinación homóloga a los agentes citostáticos que 
actúan dañando el ADN. Un estudio analizó, en 1824 pacientes con CMTN no se-
leccionadas por historia familiar, la presencia de mutaciones germinales en 17 ge-
nes asociados con predisposición familiar a cáncer. Se encontró que 16,6% de las 
pacientes presentaban mutación germinal en alguno de estos genes (8,5% en 
BRCA1, 2,7% en BRCA2 y 3,7% en otros genes)90.  
Figura 4. Asociación entre RCp y supervivencia libre 





El Triple Negative Breast Cancer (TNT) Trial comparó, en primera línea de enfer-
medad avanzada, docetaxel frente a carboplatino. En el global de la población con 
CMTN no se observaron diferencias significativas en tasa de respuestas objetivas 
(31,4% frente a 35,6%; p=0,44). Sin embargo, en el subgrupo de tumores con mu-
tación germinal de BRCA, la tasa de respuestas se duplicó con el uso de carbopla-
tino frente a docetaxel (68% frente a 33%; p=0,03), lo que supuso un beneficio en 
supervivencia libre de progresión (6,8 frente a 3,1 meses; p=0,03)91.  
Dos estudios aleatorizados (GeparSixto, CALGB 40603)92,93 han evaluado el be-
neficio de añadir sales de platino a la quimioterapia preoperatoria. El estudio Ge-
parSixto, que incluyó 315 pacientes con CMTN, demostró una mayor tasa de RCp 
en las pacientes que recibían carboplatino semanal (53% frente a 37%; p = 
0,005)90, lo que se tradujo en un beneficio significativo en SLE94. En el estudio 
CALGB 40603 la administración de carboplatino aumentó la tasa de RCp93, pero 
este hallazgo no supuso un beneficio en SLE ni en SG, a diferencia del GeparSix-
to95.  
Recientemente, Sharma y cols.96 han sugerido la posibilidad de evitar la toxicidad 
asociada a antraciclinas en esta población, usando un esquema de quimioterapia 
basado en la combinación de carboplatino con docetaxel. Este esquema mostró 
resultados prometedores con una elevada tasa de RCp (superior al 50%) en las 
190 pacientes con CMTN estadios I-III incluidas en el análisis,      
Varios estudios fase III están en marcha en la actualidad, con el objetivo de eva-
luar el verdadero impacto en supervivencia de añadir sales de platino a la quimio-
terapia adyuvante / neoadyuvante en pacientes con CMTN, así como conocer la 
dosis y secuencia óptima de tratamiento.   
La reciente publicación del estudio CREATE-X97, que exploraba el beneficio de 
Capecitabina adyuvante en pacientes que no habían alcanzado RCp tras quimio-
terapia adyuvante basada en antraciclinas y/o taxanos, muestra un beneficio signi-
ficativo en SLE y SG al añadir dicho fármaco tras la cirugía. En el subgrupo de pa-
cientes con tumores triple negativo, que suponían 32% del total de la muestra, se 
observó un aumento de SLE con Capecitabina, que se tradujo en un beneficio sig-





A pesar de un adecuado tratamiento con quimioterapia basada en antraciclinas y 
taxanos, hasta un 30-40% de las pacientes con CMTN en estadio precoz van a re-
caer y fallecer como consecuencia de la enfermedad. Por este motivo, se están in-
vestigando nuevas estrategias de tratamiento que disminuyan la mortalidad de es-
tas pacientes. 
Las Poli-ADP ribosa polimerasas (PARP) son enzimas que reconocen el daño en 
el ADN y facilitan la reparación del mismo, manteniendo la estabilidad genómica. 
Los inhibidores de PARP (iPARP) han mostrado actividad en tumores con defec-
tos preexistentes en la reparación de ADN, especialmente en carcinomas de ma-
ma y ovario con mutación de BRCA. Un estudio fase III recientemente publicado 
(OlympiAD) ha demostrado un aumento significativo de la supervivencia libre de 
progresión con el uso de Olaparib en 302 pacientes con cáncer de mama metas-
tásico HER2 negativo (50% de ellos eran CMTN) y mutación de BRCA96. Varios 
estudios en marcha pretenden demostrar el beneficio de estos fármacos en pa-
cientes con mutación de BRCA en el contexto de la adyuvancia / neoadyuvan-
cia99,100,101.     
Por otra parte, la elevada inestabilidad genómica y carga mutacional102,103,104 que 
presentan los CMTN hace que estos tumores tengan mayor inclinación a formar 
neoantígenos y, por tanto, se puedan beneficiar del uso de inmunoterapia. Los re-
sultados prometedores observados en enfermedad avanzada con el uso de inmu-
noterapia105, 106,107,153 avalan la puesta en marcha de estudios en estadios más ini-
ciales.  
Otras estrategias terapéuticas han demostrado beneficio en mujeres con CMTN y 
enfermedad avanzada, como es el caso de la terapia antiandrogénica108,109,110, los 
anticuerpos anti-Trop-2111, los anticuerpos dirigidos contra la glicoproteína no me-









2.3.- Subtipos moleculares en CMTN. 
Tradicionalmente el CMTN ha sido considerado una entidad clínica única y se ha 
tratado con quimioterapia de forma uniforme. Sin embargo, los estudios molecula-
res han mostrado una elevada heterogeneidad en este tipo de tumores. En los úl-
timos años han surgido subclasificaciones dentro de los CMTN basadas en perfi-
les de expresión génica. La más aceptada es la publicada por Lehmann y cols. 
que describieron 6 subtipos moleculares de CMTN114: dos Basal-like (BL1 and 
BL2), un inmunomodulador (IM), un mesenquimal (M), un mesenquimal stem-like 
(MSL) y un subtipo luminal con receptor androgénico (LAR). Con el fin de descifrar 
la heterogeneidad molecular de los CMTN, Lehman realizó un meta-análisis de 21 
bases de datos y analizó 587 tumores triple negativos y comprobó que: 
- Subtipo basal-like BL1: es rico en componentes de la vía de división celular, 
así como de las vías de reparación de ADN (ATR/BRCA). 
- Subtipo basal-like BL2: muestra genes implicados en las vías de señalización 
del factor de crecimiento (Vía EGF, vía NGF, vía MET, Wnt/β- catenina y vía 
IGF1R), la glucólisis y la gluconeogénesis y la expresión de marcadores 
mioepiteliales (TP63 y MME). 
- Subtipo IM: presenta genes implicados en los procesos celulares inmunitarios 
y las vías de transducción de señales inmunes. 
- Subtipos M y MSL: se caracterizan por la elevada expresión de genes impli-
cados en la diferenciación celular y la transición epitelio-mesénquima. El sub-
tipo MSL expresa bajos niveles de genes de proliferación y está enriquecido 
con genes asociados con las stem-cell mesenquimales. 
- Subtipo LAR: presenta expresión génica de patrón luminal, con elevada ex-
presión de genes implicados en la síntesis de esteroides y el metabolismo 
andrógeno / estrógeno, incluyendo niveles altos de receptor de andrógeno.   
Lehman y cols. evaluaron posteriormente, en 374 muestras de CMTN, la relación 
entre estos subtipos moleculares y los subtipos intrínsecos analizados por PAM50 
(Figura 5). Encontraron que los subtipos BL1, BL2, IM y M, estaban compuestos 
mayoritariamente por el subtipo intrínseco basal-like (99%, 95%, 84% y 97% res-
pectivamente). Por el contrario, en el subtipo LAR, el 74% de los casos eran 





                
 
Recientemente, el mismo grupo116 ha redefinido el CMTN, clasificando estos tumo-
res en sólo 4 subtipos (TNBCtype-4: BL1, BL2, M y LAR), tras comprobar que los 
subtipos IM y MSL simplemente representan tumores con considerable infiltración 
linfocitaria y células mesenquimales asociadas a tumor respectivamente. Lehmann 
y cols. analizaron, de forma retrospectiva, 592 muestras de tumores triple negati-
vos usando PAM50, y comprobaron que la mayoría de ellos (77%) eran tumores 
basales. Por otra parte, clasificaron estos mismos tumores en función de los 4 
subtipos descritos previamente, con la siguiente distribución: 35% eran BL1, 22% 
BL2, 25% M, 16% LAR y 2% inclasificados. Cuando analizaron la relación entre 
las características clínico-patológicas de los tumores y cada subtipo, comprobaron 
que los tumores BL1 solían ser tumores de alto grado. Por el contrario, los tumo-
res LAR eran mayoritariamente tumores de bajo grado, frecuentemente luminales 
cuando se analizaban con PAM50, y aparecían a edades más tardías que el resto 
de CMTN. La incidencia de metástasis óseas fue significativamente mayor en el 
subtipo LAR que en los otros subtipos (46% versus 16%; p = 0,046). En cuanto a 
los subtipos histológicos poco frecuentes, se comprobó que prácticamente todos 
los carcinomas lobulillares infiltrantes eran LAR, los carcinomas metaplásicos eran 
BL2 o M, y los carcinomas medulares eran BL1, BL2 o LAR. 
En 2014, investigadores de la Universidad de Baylor propusieron otra clasificación 
molecular del los CMTN117. Analizaron 198 muestras de tumores triple negativos, 
mediante perfiles de ADN y expresión de ARNm, e identificaron 4 subtipos: LAR, 
Figura 5. Comparación entre subtipo molecular y 




mesenquimal (MES), basal-like inmunosuprimido (BLIS) y basal-like inmunoac-
tivado (BLIA). El subtipo BLIS se asoció a peor pronóstico y el BLIA fue el de me-
jor pronóstico. Los autores compararon sus resultados con los de Lehman y 
cols.53, y comprobaron que los subtipos LAR eran idénticos en ambas clasificacio-
nes, y que la mayoría de los tumores MSL y M estaban incluidos en el subtipo 
MES de la clasificación de Baylor. Los subtipos BL1 y BL2 de la clasificación de 
Lehman se distribuían dentro de los subtipos BLIS y BLIA, mientras que el IM se 
correspondía con tumores MES y BLIA.  
Un estudio francés analizó 194 muestras de CMTN mediante perfiles de expresión 
génica118 y encontró 3 subtipos moleculares: C1 (luminal AR), C2 (basal-like con 
respuesta inmune baja) y C3 (basal-like con elevada respuesta inmune). Los auto-
res encontraron que el subtipo C1 era similar al subtipo LAR de las clasificaciones 
de Vanderbilt y Baylor, y se relacionaba con tumores de bajo grado. El subtipo C2 
se correspondía en su mayoría con tumores basales, y el C3 mostraba similitudes 
con el subtipo IM de la clasificación de Lehman y con el subtipo BLIA de Baylor.    
Estudios recientes demuestran que la respuesta a quimioterapia neoadyuvante en 
CMTN varía en función del subtipo molecular. Un análisis de 130 pacientes con 
CMTN tratadas en el MD Anderson con quimioterapia preoperatoria basada en an-
traciclinas y taxanos, mostró que el subtipo BL1 presentaba la tasa de RCp más 
elevada (52%), mientras que el subtipo BL2 presentaba la tasa más baja (0%). El 
subtipo LAR se asoció a escasas RCp (10%) y a recaídas tardías (75% ocurrieron 
después del tercer año), como era esperable por tratarse de tumores mayoritaria-
mente luminales, lo cual no implicó menor supervivencia119.   
Lehmann y cols. analizaron, de forma retrospectiva, la respuesta a quimioterapia 
neoadyuvante de 176 tumores triple negativos. La tasa de RCp fue significativa-
mente mayor en el subtipo molecular BL1, en comparación con el resto de subti-
pos. Los subtipos BL2 y LAR fueron los que presentaron menor tasa de RCp. Es-
tos resultados sugieren la necesidad de seguir investigando en esta línea para 
identificar subtipos moleculares con valor predictivo de respuesta a quimioterapia 
preoperatoria62.  
A pesar de los recientes avances en la subclasificación molecular del CMTN, su 




bido a la complejidad de las firmas génicas empleadas en los estudios publicados 
hasta la fecha. La clasificación inicial presentada por Lehman y cols. se basaba en 
el análisis de un total de 2188 genes114. Recientemente el mismo grupo ha mos-
trado que el número de genes analizados podría reducirse a 101 con resultados 
similares120, mientras que la subclasificación de Baylor analiza 80 genes. Por otra 
parte, los estudios publicados hasta la fecha no aportan información pronóstica 
que nos permita identificar qué pacientes se benefician de recibir quimioterapia y 
cuáles podrían evitar dicho tratamiento por su mejor pronóstico. Por ejemplo, en lo 
referente al subtipo LAR, los resultados son contradictorios con un estudio que 
sugiere mejor pronóstico para este subtipo y otro que muestra una tendencia a 
peor supervivencia75.   
Se necesitan nuevos estudios que identifiquen marcadores pronósticos que esta-
blezcan qué pacientes con CMTN presentan un buen pronóstico y, por tanto, po-
drían no necesitar quimioterapia con antraciclinas y taxanos. Por otro lado, tam-
bién sería importante un marcador que identificara qué pacientes presentan ele-
vado riesgo de recaída tumoral, incluso tras tratamiento con antraciclinas y taxa-
nos, y podrían beneficiarse de terapias dirigidas contra nuevas dianas. 
 
 
3.- APLICACIÓN DE LA PROTEÓMICA AL ESTUDIO DEL CÁNCER 
 
El ADN constituye la información genómica. Sin embargo, el ADN no es capaz de 
ejecutar esta información que almacena, sino que esta es transferida a las proteí-
nas, que son las que verdaderamente ejecutan las funciones recogidas en dicha 
información genética. El ARN es la molécula “puente” que actúa transmitiendo la 
información recogida en el ADN para que sea ejecutada por las proteínas. El ARN 
mensajero (ARNm) informa sobre las actividades relacionadas con los genes, es 
decir, la expresión de proteínas y las funciones en las que estas están implicadas.  
El sufijo “ómica” se utiliza en Biología Molecular para referirse al estudio de la tota-
lidad o del conjunto de algo. De esta forma han surgido los términos genómica 
(que estudia los datos relativos al ADN), transcriptómica (ARN), y proteómica (pro-




La proteómica presenta varias ventajas respecto a la genómica. La proteómica 
permite estudiar interacciones proteína-proteína, identificar variantes de proteínas 
no identificadas mediante el estudio del genoma y, probablemente, refleja mejor el 
microambiente tumoral que el estudio del genoma.    
Es sabido que las alteraciones moleculares de un tumor condicionan de forma 
significativa su respuesta al tratamiento, lo que en los últimos años nos ha ayuda-
do a buscar terapias dirigidas contra algunas de estas alteraciones. La proteómica 
aplicada al estudio del cáncer permite identificar marcadores de diagnóstico, pro-
nóstico, e incluso posibles dianas terapéuticas. De hecho, la medición de la expre-
sión de proteínas se usa en la práctica clínica diaria como marcador pronóstico y 
predictivo de respuesta para tratamientos hormonales y anti-HER2 en cáncer de 
mama, mediante estudio de receptores de estrógeno, progresterona y HER2 por 
inmunohistoquímica. Por otra parte, es conocido que en la mayoría de los tumores 
la sensibilidad de las células tumorales a fármacos no depende de un único gen si 
no de un conjunto de alteraciones genómicas, que podrían ser identificadas me-
diante proteómica.  
Por tanto, tanto la genómica como la proteómica pueden ayudarnos a identificar 
posibles dianas terapéuticas para pacientes con cáncer.  
En los últimos años se han llevado a cabo algunos estudios para identificar perfiles 
proteicos en CMTN121,122,123. Liu y cols.121 validaron hace unos años la primera fir-
ma proteómica, basada en la expresión de 11 proteínas, como posible marcador 
pronóstico en mujeres con CMTN, ganglios negativos y que no habían recibido 
quimioterapia adyuvante. Gámez-Pozo y cols. también han presentado reciente-
mente una firma proteómica, con valor predictivo de respuesta a quimioterapia ad-
yuvante en CMTN123.     
A pesar de los importantes avances obtenidos mediante la proteómica en los últi-
mos años, y de las perspectivas prometedoras, siguen existiendo algunos obs-
táculos que limitan su uso rutinario en la práctica clínica diaria. El desarrollo de 
nuevas técnicas de proteómica, que aporten información pronóstica y/o terapéuti-
ca de forma sencilla y fiable, ayudará a generalizar su uso en la rutina diaria del 





3.1.- Espectrometría de masas SWATH (SWATH-MS). 
La espectrometría de masas (MS) es una herramienta analítica enfocada a la se-
paración de especies moleculares y atómicas de acuerdo a su masa. Es una téc-
nica en la que los átomos o moléculas de una muestra son ionizados, separados 
por su relación masa/carga y posteriormente detectados y registrados.  
En los últimos años se han desarrollado diversos métodos en los que la MS se 
acopla a un sistema de separación eficaz, dando lugar a los denominados méto-
dos acoplados. Dentro de ellos los más empleados son:  
a)  Espectrometría de masas acoplada a cromatografía de gases (GC/MS. 
b)   Espectrometría de masas acoplada a la cromatografía líquida (LC/MS). Es 
una tecnología más adecuada para el análisis de mezclas de compuestos 
poco volátiles solubles en disolventes orgánicos.  
c)  Espectrometría de masas acoplada a electroforesis capilar (CE/MS).   
d)  Espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Es una tecnología que permi-
te el análisis de mezclas complejas en un tiempo muy corto. Se puede aco-
plar a un sistema cromatográfico, lo que ha dado lugar al desarrollo de la 
cromatografía de líquidos acoplada a la espectrometría de masas en tándem 
(LC-MS/MS). 
En las últimas décadas, la LC-MS/MS se ha convertido en la tecnología de elec-
ción para la caracterización de alto rendimiento de proteínas y proteomas124. El 
análisis de proteomas completos se ha realizado tradicionalmente utilizando la de-
nominada "Proteómica de Descubrimiento", a través de un método llamado Adqui-
sición Dependiente de Datos (Data Dependent Acquisition, DDA), que ha sido la 
estrategia más utilizada durante los últimos 20 años, junto con la cromatografía lí-
quida (LC). En el enfoque DDA, a medida que los compuestos eluyen desde la co-
lumna cromatográfica y entran en el espectrómetro de masas, el instrumento rápi-
damente los escanea todos y elige un subconjunto de esos compuestos, o precur-
sores, para un análisis posterior. El instrumento se centra entonces en cada uno 
de esos precursores y lo fragmenta generando datos de MS/MS. A partir de los 
datos MS/MS, pueden conocerse las identidades de los compuestos. La selección 
de los iones que se fragmentan depende de algunos criterios previamente esta-




por ejemplo, el método podría especificar que sólo los 20 iones más abundantes 
se fragmentan para cada ciclo. Este ciclo puede durar unos segundos mientras los 
20 precursores son fragmentados, y luego el ciclo comenzará otra vez con un 
nuevo conjunto de precursores. A lo largo de la carrera cromatográfica, se gene-
ran datos de MS/MS a partir de los 20 precursores más abundantes que se están 
eluyendo en cada ciclo. Debido a que el subconjunto de precursores seleccionado 
depende de la composición precisa de la mezcla de compuestos que entran en el 
instrumento simultáneamente, el método DDA es bastante aleatorio. Como resul-
tado, la reproducibilidad entre análisis puede verse afectada; no tienen por qué se-
leccionarse los mismos compuestos para MS/MS en cada análisis. Además, espe-
cialmente en muestras más complejas, hay mucho más de 20 compuestos que 
pueden eluir al mismo tiempo.  
En contraste con el DDA tradicional, SWATH (Sequential Windowed Acquisition of 
All Theoretical Fragment Ion Mass Spectra) es una estrategia de Adquisición Inde-
pendiente de Datos (Data Independent Acquisition, DIA). Con SWATH, cada anali-
to detectable se fragmenta, no sólo un subconjunto. El flujo de trabajo de SWATH 
implica varios pasos. El primer paso implica la generación de una biblioteca espec-
tral que es necesaria para identificar los péptidos adquiridos en las ejecuciones de 
SWATH-MS. La forma más simple de generar bibliotecas espectrales es el LC-
MS/MS convencional, utilizando muestras que son representativas de las que se 
utilizarán para SWATH. El segundo paso implica la adquisición de datos SWATH 
para cada muestra analizada. Las condiciones típicas de SWATH incluyen el 
muestreo del rango m/z que va de 400-1200 en hasta 100 ventanas variables. Du-
rante cada ciclo, el espectrómetro de masas fragmenta todos los precursores de la 
ventana (por ejemplo, 475-500 m/z para ventanas de 25 Da de ancho) y registra 
un espectro de iones de fragmentos completo y de alta precisión de todos los pre-
cursores seleccionados en esa ventana de aislamiento. Esta ventana de masa re-
corre entonces todo el rango de masa, recogiendo sistemáticamente datos de 
MS/MS de cada masa y de todos los precursores detectados. Esto asegura una 
cobertura completa de la muestra. El tercer paso consiste en comparar carreras 
individuales de SWATH con la biblioteca espectral generada al inicio. Actualmente, 




espectros SWATH adquiridos de manera independiente de los datos. Es importan-
te señalar que si un péptido no está contenido en la biblioteca espectral no será 
identificado en el análisis SWATH-MS. El cuarto paso consiste en la extracción de 
iones peptídicos específicos para permitir la cuantificación del área bajo la curva 
entre muestras. Una vez extraídos los datos, se pueden realizar análisis estadísti-
cos más sofisticados para identificar los cambios de expresión en las proteínas. 
La adquisición mediante SWATH resulta en un conjunto de datos completo. A dife-
rencia del DDA, en el que sólo un subconjunto de precursores se envía para su 
fragmentación y puede ser identificado, en SWATH cada ion está fragmentado y 
puede ser identificado. La fragmentación es "independiente" de cualquier caracte-
rística que posea el ion (como la abundancia). Además, debido a que todo el ran-
go de masas de los precursores está fragmentado, no se observan vacíos en los 
datos, y la reproducibilidad de un ensayo a otro es extremadamente alta. Además, 
con SWATH, los compuestos no sólo se identifican, sino que también se cuantifi-
can. La cuantificación es comparable a las técnicas de control de la reac-
ción seleccionada (selected reaction monitoring, SRM) que se consideran el patrón 
oro para la cuantificación por espectrometría de masas. La capacidad de identifi-
car exhaustivamente y cuantificar con precisión compuestos en muestras muy 
complejas en un amplio rango dinámico y de una manera extremadamente repro-
ducible abre un mundo de posibilidades y llena un vacío muy necesario en los es-













































































A pesar de los importantes avances obtenidos en las dos últimas décadas en el 
diagnóstico y el tratamiento del cáncer de mama, esta sigue siendo una enferme-
dad heterogénea de la que todavía desconocemos muchos aspectos sobre pro-
nóstico y tratamiento. Tradicionalmente hemos dividido el cáncer de mama en dis-
tintos subtipos histológicos basados en la expresión de receptores hormonales y 
HER2 por inmunohistoquímica. Actualmente sabemos que tan importante como 
las características histológicas del tumor son sus características moleculares, lo 
que ha llevado a investigar, mediante genómica y/o proteómica, qué alteraciones 
moleculares pueden ayudar en la toma de decisiones por su impacto pronóstico 
y/o terapéutico. 
El cáncer es una enfermedad “genética”, debida a la expresión aberrante de de-
terminados genes, los cuales codifican proteínas, que son las que determinan el 
funcionamiento de la célula tumoral. La proteómica nos ayuda a conocer las bases 
moleculares del cáncer, mediante la identificación de las proteínas que intervienen 
en las distintas fases de la enfermedad. Estas proteínas pueden ser útiles como 
marcadores pronósticos o, incluso, como posibles dianas terapéuticas para nue-
vas terapias.  
Teniendo en cuenta que el CMTN es una enfermedad heterogénea que, a pesar 
de su comportamiento habitualmente agresivo, incluye pacientes que muestran un 
amplio espectro de características clínicas y moleculares, hemos planteado este 
estudio con los siguientes objetivos:    
 
OBJETIVO PRINCIPAL: 
- Construir un predictor de recaída tumoral, basado en expresión de proteínas 
identificadas mediante SWATH-MS, de nuestra muestra de CMTN. 
 
OBJETIVOS SECUNDARIOS:   
- Describir el patrón de recaída tumoral de una muestra de mujeres con CMTN 




- Identificar, mediante SWATH-MS, aquellas proteínas asociadas de forma signi-
ficativa a recaída tumoral en nuestra muestra de CMTN. 
- Identificar aquellas proteínas asociadas a recaídas tardías (después de los 90 
meses del diagnóstico) en nuestra muestra de CMTN.  
 
































































































1.- VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
 
El estudio se basa en el análisis retrospectivo de los datos clínicos y las muestras 
tumorales de mujeres diagnosticadas de carcinoma de mama triple negativo no 
metastático (estadios I-III) en dos centros de la Comunidad de Madrid (Hospital 
Universitario La Paz y Hospital Universitario 12 de Octubre) entre 1997 y 2004. 
 
Los criterios de inclusión en el estudio fueron los siguientes: 
a) Pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama triple negativo 
(ausencia de expresión de receptores de estrógeno, progesterona y HER2). 
b) Pacientes con enfermedad no metastásica al diagnóstico (estadios I a III). 
c) Seguimiento mínimo de dos años desde la cirugía del tumor primario. 
 
Las variables clínicas y anatomopatológicas que se recogieron fueron las siguien-
tes:  
a) Estadio al diagnóstico (según clasificación TNM 7ª Edición). 
b) Grado histológico del tumor primario. 
c) Edad al diagnóstico del carcinoma de mama triple negativo.  
d) Esquema de quimioterapia adyuvante recibido tras la cirugía del tumor prima-
rio. 
e) Recaída (sí/no).   
f) Supervivencia libre de enfermedad (SLE). Se definió SLE como el tiempo 
transcurrido desde la cirugía del tumor primario hasta la recaída (local y/o a 
distancia) o la última revisión (en las pacientes que no experimentaron recaí-
da tumoral).  
g) Localización de primera recaída tumoral.  
 
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Ética de la Investigación Clínica del 
Hospital Universitario La Paz y el Hospital 12 de Octubre y todas las pacientes fir-
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2.- SELECCIÓN DE LAS MUESTRAS TUMORALES   
 
Inicialmente se identificaron 136 pacientes que cumplían los criterios clínicos de 
inclusión. Se seleccionaron las muestras tumorales de estas pacientes, embebidas 
en parafina y fijadas en formol (FFPE), 84 procedentes del Biobanco del Hospital 
Universitario La Paz, IdiPAZ (RD09/0076/00073) y 52 procedentes del Biobanco 
del Hospital Universitario 12 de Octubre, I+12 (RD09/0076/00118), ambos integra-
dos en la red Nacional de Biobancos (RetBioH; www.redbiobancos.es).  
Las características histopatológicas de cada muestra fueron revisadas por un pa-
tólogo experimentado para confirmar el diagnóstico y el contenido tumoral. Las 
muestras elegibles debían incluir al menos el 50% de las células tumorales.  
 
 
3.- PREPARACIÓN DE MUESTRAS Y EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS   
 
Las proteínas se extrajeron de las muestras de FFPE siguiendo la metodología 
descrita previamente126.  Brevemente, las secciones de FFPE se desparafinizaron 
en xileno y se lavaron dos veces con etanol. Los extractos de proteínas de las 
muestras de FFPE se prepararon en tampón de SDS al 2% utilizando un protocolo 
basado en la recuperación de antígenos inducido por calor 127. La concentración 
de proteínas se determinó utilizando el MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher 
Scientific). Los extractos de proteínas (10 µg) se digirieron con tripsina (1:50) y el 
SDS se eliminó de los lisados digeridos mediante las Detergent Removal Spin Co-
lumns (ThermoFisher Scientific). Las muestras de péptidos fueron desaladas, se-
cadas y solubilizadas en una solución de ácido fórmico al 0,1% y de acetonitrilo al 
3% antes del análisis de espectrometría de masas (MS), y los péptidos marcados 
isotópicamente se añadieron a las mezclas de péptidos y se utilizaron como pa-
trón interno multipunto para la cuantificación con monitorización de reacciones se-
leccionadas (SRM).  
Los péptidos así preparados fueron remitidos a la Unidad de Proteómica del Cen-
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4.- ESPECTROMETRÍA DE MASAS SWATH  
 
Para generar la biblioteca de iones para el análisis SWATH-MS, los péptidos de di-
ferentes muestras de tejido de cáncer de mama se agruparon y analizaron en 
abordaje shotgun con un espectrómetro de masas TripleTOF® 5600 MS (AB SCI-
EX). En detalle, los péptidos fueron analizados en el modo IDA de alta sensibili-
dad; el rango de selección de iones precursores fue de 350-1500 m/z, usando una 
acumulación de 0,25 s. Para cada ion precursor con un tiempo mínimo de acumu-
lación de 50 ms en el rango de 100-1500 m/z, el número máximo de precursores 
por ciclo se fijó en 40. Se aplicó exclusión dinámica. 
A continuación, los péptidos de cada muestra de tejido se analizaron individual-
mente en el modo SWATH128. Específicamente, la ventana de aislamiento de pre-
cursores de 14 m/z se utilizó para la adquisición consecutiva independiente de da-
tos en el rango de 400-1150 m/z. El tiempo de acumulación se ajustó a 50 ms, y el 
tiempo total del ciclo fue de ~3,2 s. 
Los datos en bruto de SWATH-MS fueron buscados por ProteinPilot contra la base 
de datos de Human Swiss-Prot (Feb, 2015). El archivo de grupo resultante se car-
gó en PeakView® v1.2.0.3 (SWATHTM Acquisition MicroApp: v1.0.0.653). El Núme-
ro Máximo de Proteínas a importar fue establecido como el número de proteínas 
identificadas con una tasa global de falsos positivos (FDR) del 1%. Otros paráme-
tros incluidos fueron: la tolerancia en masa de la biblioteca de iones, 75 ppm; la 
ventana de extracción XIC, 20 min; y el ancho XIC, 75 ppm. La biblioteca de iones 
fue filtrada por 6 péptidos por proteína y 6 fragmentos de iones por péptido con 
una confianza peptídica de 85 por proteína. Se excluyeron los péptidos modifica-
dos de forma variable o compartidos. El área bajo la curva de intensidad para io-
nes individuales de un péptido objetivo se sumó para representar el péptido y las 
áreas de los péptidos correspondientes se sumaron para representar las proteínas 







Pacientes y Métodos 
49 
 
5.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
 
 
5.1.- Análisis de variables clínicas. 
Se realizó un análisis descriptivo de las variables clínicas, en el que las variables 
cuantitativas se describieron mediante su mediana y rango (valor mínimo y máxi-
mo), y las variables cualitativas mediante sus frecuencias absolutas y porcentajes. 
Las comparaciones estadísticas se realizaron mediante el test de 2 para las va-
riables categóricas y el t-test de Student para las variables continuas. 
Las funciones de supervivencia se estimaron usando el método de Kaplan-Meier. 
La comparación entre funciones de supervivencia se realizó mediante el test exac-
to de log-rank. 
Los cálculos estadísticos de las variables clínicas, así como las curvas de supervi-
vencia de Kaplan-Meier se realizaron con el programa SPSS (versión 15.0 SPSS 
Inc Chicago, IL, USA). 
 
 
5.2.- Análisis de agrupamiento jerárquico y Significance Analysis of Micro-
arrays. 
Tanto el agrupamiento jerárquico (en inglés hierarchical cluster, HCL) como el 
Significance Analysis of Microarrays (SAM) se realizaron en el software MeV129.  
Un HCL es un análisis no supervisado que permite agrupar las muestras por simili-
tud en sus patrones de expresión. Por otro lado, el SAM nos permite establecer las 
proteínas diferenciales entre dos o más grupos previamente establecidos. Este 
análisis consiste en un t-test corregido por el número de muestras. La significación 
se establece en base a un parámetro delta, que a su vez está basado en la tasa 
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5.3.- Construcción de modelos gráficos probabilísticos y cálculo de la activi-
dad de los nodos funcionales 
 
El modelo gráfico probabilístico (MGP) se construyó mediante el paquete grapH131 
y R v3.2.5. La red resultante se dividió en ramas o nodos funcionales mediante 
análisis de ontología para establecer la función biológica mayoritaria de cada no-
do. Los análisis ontológicos se llevaron a cabo en DAVID (Database for Annota-
tion, Visualization and Integrated Discovery)132 seleccionando “Homo sapiens” co-
mo referencia y GOTERM-FAT, KEGG y Biocarta como categorías. La actividad 
de los nodos se calculó como en trabajos previos133,134,135 como el promedio de la 
expresión de aquellas proteínas relacionadas con la función mayoritaria asignada 




5.4.- Construcción de predictores.  
Para establecer las proteínas que estaban relacionadas con la recaída tumoral se 
empleó BRB Array Tools, herramienta diseñada por el equipo del Dr. Richard Si-
mon132. Se seleccionaron aquellas proteínas relacionadas con la SLE de forma es-
tadísticamente significativa (para lo que se eligió un p-valor inferior a 0,01) en el 
análisis univariante. Estas proteínas se emplearon para construir un predictor pro-
nóstico, que identificara a las pacientes en dos grupos (alto riesgo o bajo riesgo) 
en función de su riesgo de recaída, mediante una regresión de Cox. El predictor se 
validó internamente mediante leave-one-out cross validation. 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo en GraphPad Prism v6 y SPSS IBM 












































1.- CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DE LA POBLACIÓN 
 
 
Se identificaron un total de 136 casos de CMTN estadio I-III, intervenidos en el 
Hospital Universitario la Paz y en el Hospital 12 de Octubre, cuyas muestras tumo-
rales fueron enviadas a la Unidad de Proteómica del Centre for Genomic Regula-
tion (CRG) de Barcelona para su análisis mediante espectrometría de masas. Se 
excluyeron cuatro casos que no cumplían los criterios de inclusión: tres en los que 
el seguimiento fue inferior a 2 años y uno que presentaba metástasis a distancia al 
diagnóstico. Se excluyeron dos muestras por pobre calidad de la medición de pro-
teínas, una muestra que no se envió al laboratorio y cuatro muestras que se envia-
ron al laboratorio pero de las que no se recibieron datos de proteómica. El análisis 
final incluyó 125 tumores (78 pertenecientes al Hospital La Paz y 47 al Hospital 12 
de Octubre).  
Las características clínicas y anatomo-patológicas de la muestra se recogen en la 
tabla 4.  
La mediana de edad de las pacientes fue 56,8 años, el 10% de ellas eran menores 
de 40 años al diagnóstico del CMTN. La figura 6 recoge la distribución de edad al 
diagnóstico. 



















 Total (n=125) % 
Edad al diagnóstico  
   Mediana, rango 56,8 años 24,7-85,2 
Tamaño tumoral 
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   Grado 2 
   Grado 3 









 Estadio TNM 
   Estadio I 
   Estadio IIA 
   Estadio IIB 
   Estadio IIIA 
   Estadio IIIB 
   Estadio IIIC 















Tipo de quimioterapia adyuvante 
   No quimioterapia adyuvante 
   Esquemas sin antraciclinas ni taxanos 
   Esquemas con antraciclinas 
   Esquemas con antraciclinas y taxanos 
   Esquemas con taxanos sin antraciclinas 















La mediana de seguimiento de la muestra a estudio fue 64,6 meses (rango 1,1-
257 meses). Cincuenta y seis pacientes (44,8%) presentaron recidiva tumoral a lo 
largo del seguimiento. La mayoría de las recaídas ocurrieron en mujeres con tu-
mores de más de dos centímetros de diámetro, grado 3 y ganglios axilares afectos 
(Tabla 5). 
La mediana de seguimiento de las pacientes que no experimentaron recaída fue 
de 8,0 años (rango 2,0-21,4 años).  
 
  














































La localización de la primera recaída tumoral se recoge en la tabla 6. Diez pacien-
tes (18%) presentaron una recidiva local y/o regional (mama restante, cicatriz de 
mastectomía y/o ganglios regionales), y el 82% restante mostraron recaída a dis-
tancia (11 pacientes presentaron más de una localización metastásica en la prime-
ra recaída). Las localizaciones más frecuentes de recaída a distancia fueron el sis-




 N = 56 Porcentaje 
Recaída local y/o regional 10 17,9% 
Sistema nervioso central 12 21,4% 
Pulmón 10 17,9% 
Hueso 3  5,4% 
Hígado 3  5,4% 
Ganglionar no regional 3  5,4% 
Pleura 2  3,6% 
Varias localizaciones metastásicas 11 19,6% 
Desconocido 2  3,6% 
 
 
Como recoge la figura 7, más da la mitad de las recidivas (n= 33; 59%) ocurrieron 
en los dos primeros años desde la cirugía del tumor primario (mediana 20,2 me-
ses; rango 1,1-135 meses). Tanto las recaídas locales como a distancia ocurrieron 
de forma precoz (mediana 22,8 meses y 18,6 meses respectivamente). 
 
Tabla 5. Características de las pacientes que presentaron recaída tumoral 
(n = 56). 















A pesar de que la mayoría de las pacientes recibieron tratamiento adyuvante, 7 de 
ellas no lo recibieron tras la cirugía (de las cuales tres eran mayores de 80 años 
de edad al diagnóstico). Treinta y tres pacientes recibieron esquemas que no in-
cluían antraciclinas ni taxanos (todas ellas recibieron el esquema CMF).  
Sólo seis (18%) de las 33 pacientes que recibieron CMF experimentaron recaí tu-
moral, lo que podría estar en relación con un estadio más favorable al diagnóstico 
de estas pacientes (11 casos con estadio I, 21 con estadio II y sólo una paciente 
con estadio III). Por el contrario, más de la mitad de las mujeres tratadas con qui-
mioterapia adyuvante basada en antraciclinas y taxanos presentaron recaída tu-
moral. De estas 31 pacientes tratadas con la combinación, la mayoría (15 casos, 
48%) presentaban estadio III al diagnóstico, lo que se traduce en una menor su-










































 ----- CMF 
----- Antraciclinas 
----- Antraciclinas + Taxanos 
 
       p = 0.001  





























Como era de esperar, las curvas de supervivencia (figura 9) muestran una super-
vivencia libre de enfermedad significativamente menor para las pacientes con ma-
yor estadio al diagnóstico (figura 9b). Sin embargo, el grado histológico (figura 9c) 
y la edad menor o igual a 40 años (figura 9d), no se asociaron a una reducción 












































































































































































----- Estadio I 
----- Estadio II 
----- Estadio III 
 
       p < 0,001 
----- Grado 1 ó 2 
----- Grado 3 
 
             p = 0,607 
----- Edad > 40 años 
----- Edad ≤  40 años 
 
             p = 0,200 
  Figura 9c.   Figura 9d. 
  Figura 9b.   Figura 9a. 
Figura 9: Curvas Kaplan-Meier para Supervivencia libre de enfermedad (SLE).  
Figura 9a. SLE del global de la muestra. Figura 9b. SLE según estadio al diagnóstico. Figura 9c. SLE 





2.- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL CMTN MEDIANTE SWATH-MS 
 
 
2.1.- Resultados de los estudios de proteómica  
Se cuantificaron mediante SWATH 1.206 proteínas que estaban presentes en más 
del 66% de las muestras. De las muestras analizadas, una de ellas se descartó 
por presentar menos de 600 proteínas cuantificadas. Los datos de proteómica ob-
tenidos se normalizaron en base a las mediciones de los péptidos pesados inclui-
dos como control en todas las muestras. 
Mediante agrupamiento jerárquico (HCL), se definieron dos grupos moleculares di-
ferentes en los datos de proteómica, que no presentaban diferencias en riesgo de 
recaída tumoral (Figura 10). El grupo 1 incluía 76 pacientes y el grupo 2 incluía 49 
pacientes. La tasa de recaídas fue del 42% en el grupo 1, frente al 49% en el gru-












Como recoge la tabla 7, no hubo diferencias significativas en las principales carac-
terísticas clínicas de las pacientes incluidas en cada uno de los grupos molecula-
res (grado, estadio, edad, tasa de recaídas, localización de recaída local o a dis-
tancia). No se observaron diferencias en la localización de primera recaída, aun-
que las 3 recaídas óseas ocurrieron en el grupo 1 (Figura 11). Al igual que en el 
global de la muestra a estudio, la mayoría de recaídas ocurrieron en los primeros 
2 años del diagnóstico en ambos grupos moleculares (60% en el grupo 1, 58% en 
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el grupo 2). De las cuatro recaídas tardías (después de 90 meses de la cirugía) 
observadas, dos ocurrieron en el grupo 1 y dos en el grupo 2.      
 
 












p = 0,687 
Afectación ganglionar al diagnóstico 
   Negativos 





p = 0,465 
Estadio al diagnóstico 
   Estadio I 
   Estadio II 







p = 0,325 
Edad al diagnóstico 
   Edad ≤ 40 años 





p = 0,232 
Recaída 
   No 





p = 0,451 
Localización recaída 
   Locorregional 
   A distancia 







p = 0,425 
 















Tabla 7. Características clínicas de las pacientes de cada grupo del agrupamiento jerárquico. 




Mediante un Análisis de Significación de Microarrays (Significance Analysis of Mi-
croarrays, SAM)130 se establecieron 439 proteínas diferencialmente expresadas 
entre ambos grupos (Figura 12). La mayoría de estas proteínas estaban relacio-



























Con el objetivo de identificar posibles dianas terapéuticas conocidas entre las pro-
teínas identificadas en nuestra muestra mediante SWATH-MS, buscamos dichas 
proteínas en la base de datos del Genomics of Drug Sensitivity in Cancer137 
(http://www.cancerrxgene.org). Esta supone la mayor fuente pública de informa-
ción de la que disponemos actualmente respecto a la sensibilidad a fármacos, ya 
sean citostáticos o terapias dirigidas, de los distintos tipos tumorales en relación 
con sus marcadores moleculares. No encontramos ninguna de las proteínas en di-
cha base de datos. 
 




2.2.- Estudio de proteínas relacionadas con recaída tumoral  
De las 1.206 proteínas identificadas en los experimentos de proteómica, sólo 29 
se relacionaron de forma significativa con la recaída tumoral (p < 0,01) en el análi-











1 1,68E-05 0,0202 1,609 1,232 sp|Q9BPW8|NIPS1_HUMAN; 
2 5,12E-05 0,0308 1,414 1,691 sp|Q00610|CLH1_HUMAN; 
3 0,0001144 0,0459 0,862 2,651 sp|Q8NCX0|CC150_HUMAN; 
4 0,0001758 0,0529 1,408 1,55 sp|Q14204|DYHC1_HUMAN; 
5 0,0007118 0,142 0,71 1,372 sp|Q5SSJ5|HP1B3_HUMAN; 
6 0,0007492 0,142 1,31 1,73 sp|Q12931|TRAP1_HUMAN; 
7 0,000827 0,142 0,689 1,285 sp|Q92522|H1X_HUMAN; 
8 0,0013019 0,18 1,262 1,871 sp|Q01082|SPTB2_HUMAN; 
9 0,0013466 0,18 0,838 1,76 sp|P55795|HNRH2_HUMAN; 
sp|P52597|HNRPF_HUMAN;sp|P31943|
HNRH1_HUMAN; 
10 0,0016436 0,191 1,302 1,697 sp|P38646|GRP75_HUMAN; 




12 0,0019854 0,192 0,863 1,893 sp|Q8N257|H2B3B_HUMAN; 
sp|Q6DN03|H2B2C_HUMAN; 
13 0,0020735 0,192 0,787 1,847 sp|P51608|MECP2_HUMAN; 
14 0,0036046 0,31 0,789 1,59 sp|P98179|RBM3_HUMAN; 
15 0,0047713 0,322 0,735 1,246 sp|P16401|H15_HUMAN; 
16 0,0050095 0,322 1,316 1,342 sp|O75323|NIPS2_HUMAN; 
17 0,0050886 0,322 0,778 1,524 sp|Q13151|ROA0_HUMAN; 
18 0,0052312 0,322 1,395 1,196 sp|P36957|ODO2_HUMAN; 
19 0,005341 0,322 0,776 1,418 sp|O75367|H2AY_HUMAN; 
20 0,0053512 0,322 0,83 1,696 sp|P35754|GLRX1_HUMAN; 
21 0,0056807 0,324 0,847 2,466 sp|Q8WU39|MZB1_HUMAN; 
22 0,0061962 0,324 0,768 1,277 sp|Q9UKM9|RALY_HUMAN; 
23 0,0062543 0,324 0,861 2,343 sp|Q9Y5P6|GMPPB_HUMAN; 
24 0,0066871 0,324 1,306 1,579 sp|Q13011|ECH1_HUMAN; 
25 0,006735 0,324 1,226 1,85 sp|O43776|SYNC_HUMAN; 
26 0,0094255 0,399 1,275 1,461 sp|P55084|ECHB_HUMAN; 
27 0,0094698 0,399 1,266 1,488 sp|O95831|AIFM1_HUMAN; 
28 0,0095317 0,399 0,887 2,806 sp|Q9NYL4|FKB11_HUMAN; 
29 0,009621 0,399 0,732 1,215 sp|Q07666|KHDR1_HUMAN; 
 
 




2.3.- Identificación de un predictor de recaída basado en expresión de proteínas  
Las 29 proteínas que se identificaron como asociadas a riesgo de recaída tumoral 
se utilizaron para construir un predictor proteico de recaída, empleando el software 
BRB Array Tools136 en nuestra población de 125 muestras.  El algoritmo de predic-
ción se define como la suma de los pesos (wi) y la expresión (xi) de los genes o, 
en este caso, de las proteínas significativas. La expresión es el logaritmo de la in-
tensidad normalizada. Este predictor, que separa a la población en un grupo de 
bajo riesgo y otro de alto riesgo de recaída (p-valor = 0,0002, HR= 6,519, 20-80), 
se basa en la expresión de dos proteínas: NIPSNAP1 y RBM3, siendo la fórmula 
del predictor , clasificándose una muestra en el grupo de alto riesgo 















Proteína p-valor Peso 
NIPSNAP1 2,02e-05 0,6095 





Gen  Nombre de la 
proteína 
Uniprot ID Función molecular Localización 
subcelular 









- Unión ARNm 3’-UTR. 
- Unión poli(U) ARN. 
- Unión ribosomal de subunidades 
grandes 
- Unión a ARN. 
- Enlace de ARNr de subunidad 
ribosomal pequeña. 
- Actividad represora de traducción. 
Núcleo 
            














L o w -r is k
H ig h -r is k
P value 0.0002
Hazard Ratio (logrank)
Ratio (and its reciprocal)





Figura 13. Predictor proteico de recaída en la población con CMTN a estudio. 





Se realizó un análisis univariante en el que tres variables (tamaño tumoral, afecta-
ción ganglionar y predictor proteico) se asociaron de forma significativa a riesgo de 
recaída (p < 0,05). En base a estos resultados se realizó un análisis multivariante 
en el que las tres variables mantuvieron su significación estadística (tamaño tumo-
ral: HR 1,59; p = 0,007. Afectación ganglionar: HR 1,47; p = 0,003. Predictor pro-
teico: HR 5,19; p = 0,006).  
 
2.4.- Análisis Funcional de los datos de proteómica.  
Se construyó un modelo gráfico probabilístico (MGP) con las 1.206 proteínas iden-
tificadas. Se obtuvo una red dividida en 10 nodos funcionales (Figura 14), uno de 




















A continuación, calculamos las actividades de cada uno de los diez nodos de la 
red, como el promedio de la expresión de las proteínas que tienen que ver con la 
 




función asignada a cada nodo132,133,138. Al comparar los dos grupos obtenidos me-
diante HCL, se observaron diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0,05) en 
los procesos de glucolisis, respuesta inmune, matriz extracelular, exosomas, liso-
somas y citoesqueleto. La Figura 15 recoge la representación gráfica, mediante 
gráficos de cajas, de las diferencias en las actividades de los nodos funcionales 












Figura 15. Actividades de los nodos para cada uno de los grupos definidos en el HCL. 
* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 

































































































































































































































































































































Finalmente se analizaron los patrones de expresión de proteínas en función de 
que se hubiera producido o no la recaída tumoral. Como muestra la Figura 16, 
tampoco se observaron diferencias en la red por nodos entre recaída o no recaída. 
Sin embargo, es interesante destacar que, como recoge la Figura 17, la mayoría 
de las 29 proteínas relacionadas de forma significativa con la recaída, se localizan 


















Figura 16. Modelo gráfico probabilístico usando los datos de expresión de proteínas, según 
recaída o no recaída.  
 
Figura 17. Modelo gráfico probabilístico usando los datos de expresión de 




2.5.- Análisis de proteínas asociadas con recaídas tardías  
Se realizó un análisis de las proteínas asociadas a recaídas tardías (aquellas 
transcurridas al menos 90 meses después de la cirugía del tumor primario). Para 
ello se tomó como grupo control a las pacientes con seguimiento mayor de 90 me-
ses que no experimentaron recaída (n = 40). Cuatro pacientes presentaron recaí-
das tardías (99, 99, 107 y 135 meses). En la tabla 10 pueden verse las caracterís-
ticas clínico-patológicas de ambos grupos. Las cuatro pacientes que experimenta-
ron recaída tardía habían recibido quimioterapia adyuvante (dos con antraciclinas 
y taxanos, una con antraciclinas exclusivamente y una con CMF). Todas menos 
una de las pacientes de las pacientes del grupo control recibieron quimioterapia 
tras la cirugía.   
 
 
 Recaída  
(n = 4) 
No recaída 













Tamaño tumoral (T) 
   T1 
   T2 
   T3 









p = 0,010 
Afectación ganglionar 
Ganglios negativos 





p = 0.065 
Estadio 
   Estadio I 
   Estadio II 







p = 0,03 
Edad al diagnóstico 
   Edad ≤ 40 años 
   Edad > 40 años 
2 (50,0%) 
 2 (50,0%) 
4 (10,0%) 
36 (90,0%) 
p = 0,026 
 
La tabla 11 recoge las proteínas asociadas, de forma significativa (p<0,01), a re-
caída tumoral en mujeres que no habían presentado recaída en los primeros 90 
meses de seguimiento.  
Una mayor expresión de la proteína PTBP1 (Polypyrimidine Tract Binding Protein 
1), se asoció a no recaída, en comparación con las pacientes que presentaban re-




caída tardía (HR 0,739). Por el contrario, una mayor expresión de las inmunoglo-
bulinas IGKC (Immunoglobulin Kappa Constant) e IGHG (Immunoglobulin Heavy 
Constant Gamma 1), al igual que de la proteína DBNL (Drebrin-like Protein) se 
asociaron a tumores que experimentaron recaída tardía en comparación con los 












1 0,0078755 0,953 0,739 2,447 sp|P26599|PTBP1_HUMAN;sp|Q9UKA9|PTBP2_
HUMAN;sp|O95758|PTBP3_HUMAN; 
2 0,0086452 0,953 2,128 2,969 sp|P01834|IGKC_HUMAN; 
3 0,0090484 0,953 2,284 2,858 sp|P01857|IGHG1_HUMAN;sp|P01861|IGHG4_H
UMAN;sp|P01859|IGHG2_HUMAN; 

























































El cáncer de mama constituye el tumor más frecuente diagnosticado en mujeres 
en nuestro medio, con un aumento progresivo del número de casos diagnostica-
dos en los últimos años. A pesar de que el cribado mamográfico y las nuevas te-
rapias han permitido un aumento de la supervivencia de las mujeres diagnostica-
das de cáncer de mama, un número no desdeñable de ellas va a presentar recaí-
da tumoral tras la cirugía y va a fallecer como consecuencia de ello. 
El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea que abarca un amplio espec-
tro de entidades con características biológicas diferentes, que se asocian a distinto 
comportamiento clínico y pronóstico. Tradicionalmente las decisiones sobre el tra-
tamiento del cáncer de mama se basaban en las características histológicas del 
tumor (fundamentalmente la expresión o no de receptores hormonales y receptor 
HER2) y su estadificación basada en la clasificación TNM. Sin embargo, en las 
dos últimas décadas el conocimiento de las características moleculares del cáncer 
de mama nos ha permitido identificar pacientes con mayor o menor riesgo de re-
caída, lo que nos ha ayudado a la toma de decisiones.  
A pesar de que el CMTN supone sólo un pequeño porcentaje de todos los casos 
de cáncer de mama diagnosticados, se asocia a un curso clínico agresivo y una 
elevada tasa de recaídas tumorales. Esto hace que la mayoría de las pacientes 
diagnosticadas de CMTN reciban quimioterapia adyuvante tras la cirugía, lo que 
probablemente supone un sobretratamiento de algunas de ellas. Identificar los tu-
mores con características moleculares que se asocien a bajo riesgo de recaída 
podría permitir evitar tratamientos y pruebas radiológicas innecesarias en este 
subgrupo de pacientes. Por otra parte, la biología molecular nos puede ayudar a 
seleccionar a las mujeres con tumores de alto riesgo de recaída, que se podrían 
beneficiar de nuevas estrategias terapéuticas y de un seguimiento más estrecho.  
Los estudios iniciales que analizaban los perfiles de expresión génica en cáncer 
de mama demostraron la existencia de cuatro subtipos moleculares fundamenta-
les: luminal A, luminal B, HER2-enriched y basal19. Estos primeros estudios in-
cluían a la gran mayoría de tos CMTN dentro del subtipo basal. 
Con el paso de los años hemos aprendido que no sólo el cáncer de mama es una 




tidades distintas, como muestra su variable comportamiento clínico y su diferente 
perfil de expresión de genes. Estudios recientes han mostrado esta variabilidad, 
subdividiendo el CMTN en varios subtipos moleculares, con distinto pronóstico y 
distinta respuesta a la quimioterapia114,116,117,118,119. Como ya se comentó previa-
mente, la clasificación molecular más aceptada en la actualidad es la publicada 
por Lehmann y cols. en la que se describen 4 subtipos de CMTN (TNBCtype-4: 
BL1, BL2, M y LAR) 116, con distinto pronóstico y distinta quimiosensibilidad, sien-
do los subtipos LAR y BL2 los que mostraban menor respuesta a tratamiento119. 
En el caso de los tumores luminales, las firmas genómicas comercializadas en los 
últimos años (Oncotype DX, MammaPrint, PAM50 y Endopredict) nos han ayuda-
do a identificar a aquellas mujeres que presentan un riesgo de recaída bajo y que, 
por tanto, no se van a beneficiar del uso de quimioterapia adyuvante. Sin embar-
go, a día de hoy, no disponemos de ningún biomarcador pronóstico ni predictivo a 
nivel genómico en CMTN que sea aplicable en la práctica clínica diaria, por lo que 
tratamos de la misma forma a todas las pacientes, aun sabiendo que estamos so-
bretratando a un número no desdeñable de ellas, y que otras tantas recaerán a 
pesar de recibir la quimioterapia adyuvante estándar. 
 
 
1.- ANÁLISIS DE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA MUESTRA A ESTUDIO 
 
En el presente estudio se analizan las características clínicas y moleculares de 
una población de mujeres con CMTN estadios I-III tratadas con resección quirúrgi-
ca radical, seguida o no de quimioterapia adyuvante, en dos centros de la Comu-
nidad Autónoma de Madrid. La mayoría de las pacientes incluidas en esta serie 
presentaban tumores grado 3 (82%), tamaño mayor de 2 cm (64%) y casi la mitad 
mostraban afectación axilar al diagnóstico, características similares a otras series 
publicadas en pacientes con CMTN64,122,139. Este subtipo de cáncer de mama apa-
rece habitualmente en mujeres más jóvenes que los tumores que expresan recep-
tores hormonales. En nuestra serie el 32% de las pacientes era menor 50 años al 
diagnóstico (30% en el estudio de Campone y cols., 37% en el Bauer y 




Bauer y cols.)139. Entre los factores clínicos analizados en nuestra serie, solo el es-
tadio tumoral al diagnóstico se correlacionó con el pronóstico. 
El 45% de las pacientes de nuestra serie presentaron recaída tumoral (local y/o a 
distancia) a lo largo del seguimiento. La tasa de recaídas locales fue de 8% 
(10/125), frente a un 37% de recaídas a distancia (46/125). En una publicación si-
milar, en la que se analizaron 83 pacientes con CMTN tratadas con antraciclinas 
en adyuvancia, la tasa de recaídas a distancia fue del 34%122. Dent y cols.64 publi-
caron una descripción del patrón de recaída tumoral de 180 mujeres con CMTN 
diagnosticadas entre 1987 y 1997. De ellas, el 34% presentaron recaída a distan-
cia, con una mediana de tiempo a la recaída de 2,6 años, y el 13% mostraron re-
caída local (mediana de tiempo 2,8 años).        
Múltiples estudios sugieren que el CMTN presenta un patrón de recaída a distan-
cia diferente del de los tumores que expresan receptores hormonales60,61,62,64,140, 
con mayor tendencia a la aparición de metástasis viscerales, especialmente a ni-
vel de SNC y pulmón. Los resultados de nuestra muestra son superponibles a los 
obtenidos en dichos estudios, siendo el SNC (metástasis cerebrales y/o menín-
geas) la localización más frecuente de primera recaída (n = 12; 10% de las pacien-
tes incluidas en la muestra), seguida del pulmón (n = 10; 8%). Sólo 3 mujeres pre-
sentaron metástasis óseas como primera localización metastásica. 
En definitiva, nuestra serie presenta similares características a las de otras series 
publicadas y, en consecuencia, se puede considerar representativa de la pobla-
ción de pacientes con CMTN.  
Sin embargo, este estudio presenta una serie de limitaciones relacionadas con la 
selección de la muestra. Al tratase de un estudio retrospectivo, no fue posible re-
coger algunos de los datos clínicos (ejemplo: esquema de quimioterapia de algu-
nas pacientes o lugar de primera recaída), por no estar disponible esta información 
en la historia clínica. Decidimos utilizar una serie de muestras antiguas, con pa-
cientes diagnosticadas entre 1997 y 2004, con la intención de que el estudio tuvie-
ra un tiempo de seguimiento suficientemente largo para evaluar la presencia de 
recaídas tumorales a largo plazo. Sin embargo, esto ha hecho que la población a 
estudio fuera tratada con esquemas de quimioterapia distintos a los considerados 




aconsejan administrar quimioterapia adyuvante en mujeres con CMTN y tamaño 
tumoral > 0,5 cm y/o afectación ganglionar83, siendo la poliquimioterapia basada 
en antraciclinas y taxanos el esquema habitualmente recomendado141. Sólo el 
25% de las pacientes de nuestra serie recibieron esta combinación de quimiotera-
pia, e incluso, algunas de las pacientes no recibieron quimioterapia adyuvante, lo 
que nos plantea la duda de si los resultados de nuestro estudio habrían sido dife-
rentes si todas las pacientes hubieran recibido antraciclinas y taxanos. Como se 
comentó previamente, la tasa de recaídas fue significativamente mayor en pacien-
tes que recibieron antraciclinas y taxanos (58%) que aquellas que recibieron CMF 
(18%), lo que probablemente se explica por el hecho de que las pacientes que re-
cibieron este último esquema presentaban menor estadio al diagnóstico. La mayo-
ría de pacientes con estadio III (16 de 29) recibió la combinación de antraciclinas y 
taxanos, mientras que sólo lo hizo una de las mujeres con estadio I (de las 30 res-
tantes en este estadio, 11 recibieron CMF y 17 antraciclinas). Por otra parte, el he-
cho de que menos del 20% de las pacientes de nuestra serie que recibieron qui-
mioterapia adyuvante con CMF recayeran, justifica que se realicen estudios como 
el nuestro con el fin de identificar a ese subgrupo de pacientes con CMTN en el 
que podría evitarse el uso de antraciclinas, y su consabida toxicidad, e incluso el 
uso de quimioterapia adyuvante.  
Elegimos la recaída como variable principal del estudio, en lugar de la SG, ya que 
lo que se planteaba era encontrar un predictor pronóstico de recaída que permitie-
ra, entre otras cosas, identificar pacientes con bajo riesgo de recaída que pudieran 
ser candidatas a tratamientos adyuvantes menos tóxicos.  
 
 
2.- ANÁLISIS DEL PROTEOMA DE LA MUESTRA A ESTUDIO 
 
La proteómica aporta ventajas respecto a la genómica en la medida en que refleja 
de mejor manera las funciones de los genes, ya que la mayoría de los procesos 
biológicos están mediados por proteínas. En los últimos años se está realizando 
un esfuerzo creciente para identificar firmas proteómicas, con valor pronóstico y/o 
predictivo, que sean aplicables en la práctica clínica121. Hasta ahora, la proteómica 




nico con el fin de establecer estos posibles marcadores pronósticos, así como pa-
ra identificar posibles dianas terapéuticas. Pero, a pesar de estos esfuerzos y del 
rápido desarrollo de la proteómica clínica, hasta la fecha se han identificado pocos 
biomarcadores tumorales, y la tecnología utilizada todavía presenta dificultades 
para su aplicación rutinaria en la práctica clínica diaria. Por ello, decidimos usar 
una técnica novedosa (SWATH-MS), que nos permitiera obtener resultados fiables 
y, a la vez, fuera más fácil de aplicar a la práctica clínica. La principal ventaja de 
SWATH-MS, respecto a las técnicas convencionales, es que soporta análisis 
cuantitativos de péptidos que cubren miles de proteínas con una elevada consis-
tencia y exactitud. Se ha sugerido que sería una técnica ideal para estudios que 
incluyan un gran número de muestras y que requieran información precisa y re-
producible. Serían ejemplos de este tipo de análisis los estudios de biomarcado-
res, estudios de asociación genética, o investigación básica exploratoria125. 
 
 
2.1.- Análisis de los resultados de los experimentos de proteómica 
Los resultados de cuantificación de proteínas obtenidos mediante SWATH-MS, 
nos permitieron realizar un agrupamiento jerárquico (HCL), en el que se estableció 
una clasificación no supervisada en dos grupos de muestras tumorales (con 76 y 
49 casos respectivamente) según la expresión de proteínas. El principal objetivo 
de aplicar técnicas de HCL es el de agrupar aquellos genes / proteínas cuyos valo-
res de expresión se comportan de manera similar en las condiciones empleadas 
en los experimentos. Se trata de una primera fase en los procesos de minería de 
datos, en la que se busca mostrar la estructura y distribución de los datos molecu-
lares, y para ello no suele existir información predefinida que sirva de guía (por ello 
se denominan agrupamientos “no supervisados”). Se trata, por tanto, de una he-
rramienta utilizada para describir una muestra a nivel molecular, pero su objetivo 
no es encontrar diferencias de comportamiento clínico ni supervivencia entre los 
grupos establecidos por HCL, aunque en ocasiones sí se encuentren. En el caso 
de nuestro estudio, aunque no se encontraron diferencias significativas en super-
vivencia libre de recaída entre los dos grupos establecidos por el HCL, hay que re-
señar que es muy difícil que los grupos moleculares identificados de esta forma 





que ocurra como en el caso de los tumores luminales o que sobreexpresan HER2, 
en los que existe esta asociación pronóstica porque tienen una terapia dirigida 
contra una proteína que mejora su pronóstico.   
A continuación se realizó un análisis de expresión diferencial mediante SAM, en 
base a los dos grupos predefinidos mediante el HCL, en el que se establecieron 
439 proteínas diferencialmente expresadas entre ambos grupos, la mayoría de las 
cuales estaban relacionadas con membrana, adhesión, traducción, glucolisis y mi-
tocondria. 
Se revisó la base de datos Genomics of Drug Sensitivity in Cancer, con el fin de 
evaluar posibles dianas terapéuticas asociadas a estas proteínas. A pesar de que 
no se encontraron dianas terapéuticas, al menos conocidas a día de hoy, relacio-
nadas con ninguna de las proteínas identificadas, hay que reconocer la dificultad 
de encontrar dianas terapéuticas tanto con estudios proteómicos como con estu-
dios de genes. 
 
  
2.2.- Predictor pronóstico basado en expresión de proteínas  
El principal objetivo de nuestro estudio era establecer un predictor molecular, ba-
sado en el análisis de expresión de proteínas de una población de CMTN, ya que 
en esta subpoblación de cáncer de mama las características histológicas no nos 
ayudan a la toma de decisiones sobre la elección del tratamiento adyuvante, y no 
hay firmas genómicas disponibles para su uso en la práctica clínica. Algunos estu-
dios recientes han propuesto firmas proteicas, que combinan varias proteínas re-
lacionadas con la recaída tumoral, con el fin de establecer grupos pronósticos en 
CMTN121,122,123, con resultados muy prometedores pero sin aplicabilidad en la clí-
nica por el momento.  
De las 1.206 identificadas inicialmente, se encontraron 29 proteínas relacionadas 
de forma significativa con la recaída tumoral. El análisis de estas 29 proteínas nos 
permitió crear un predictor pronóstico de riesgo de recaída basado en 2 proteínas 
(RBM3 y NIPSNAP1), en el que RBM3 se asociaba a menor riesgo de recaída tu-





RNA-binding motif protein 3 (RBM3) es un miembro de la familia de proteínas de 
unión a ARN inducibles por frío (cold-shock proteins), que regula diversos aspec-
tos del metabolismo del ARNm y que tiene efectos pleitorópicos en el estrés celu-
lar y la oncogénesis142. La proteína RBM3 raramente está sobreexpresada en los 
tejidos normales, pero sí se encuentra sobreexpresada en varios tumores sólidos 
y, en estudios recientes, sus niveles de expresión parecen estar relacionados con 
el pronóstico tumoral así como con la sensibilidad a ciertos citostáticos. Así, nive-
les elevados de RBM3 han mostrado ser un factor pronóstico independiente de 
mayor SLE y/o SG en cáncer de mama143,144, ovario145 , estómago146, colon147,148, 
próstata149 y melanoma150. Por otra parte, la elevada expresión de RBM3 parece 
asociarse a mayor sensibilidad a oxaliplatino en cáncer colorrectal metastático148, 
y mayor sensibilidad a cisplatino en cáncer de ovario151.  
Un estudio recientemente publicado144, evalúa de forma retrospectiva la expresión 
de RBM3 mediante IHQ, en 361 muestras de cáncer de mama, de las que sólo 55 
(15%) correspondían a CMTN. Con una mediana de seguimiento superior a 9 
años, la expresión nuclear elevada de la proteína RBM3 se asoció a mejor SLE 
(HR 0,20; IC 95% 0,11-0,35; p<0,001) y mejor SG (HR 0,25; IC 0,12-0,45; p < 
0,001). Esta expresión elevada de RBM3 fue significativamente más frecuente en 
los subtipos con receptores hormonales positivos (75%), que en los HER2-
positivos con receptores hormonales negativos (46%) y en los triple negativos 
(35%). Otro estudio similar realizado en mujeres con cáncer de mama demostró 
que la expresión elevada de RBM3, determinada mediante IHQ, se asoció a ma-
yor SG (aunque los resultados sólo fueron significativos en la población con recep-
tores hormonales positivos)143.    
A pesar del reciente interés en el estudio de RBM3, su papel en la progresión tu-
moral no está todavía claramente definido, aunque podría estar relacionado con la 
reparación de ADN. Estudios in vitro muestran una correlación negativa entre 
RBM3 y Chk1/Chk2 (proteínas implicadas en la respuesta al daño de ADN), lo que 
podría explicar la mayor sensibilidad a platino de los tumores con elevada expre-
sión de RBM3148. Nuestros resultados, acordes con los de otros estudios publica-
dos en cáncer de mama y otros tumores sólidos, justifican la realización un estudio 
prospectivo que evalúe la expresión de RBM3 como marcador pronóstico, así co-





tado del carboplatino en CMTN, asociado a los esquemas tradicionales con antra-
ciclinas y taxanos, hace que sea de especial importancia identificar a las pacientes 
que se van a beneficiar de este fármaco con el fin de evitar toxicidad innecesaria a 
pacientes resistentes. Los hallazgos del The Cancer Genome Atlas (TCGA), en el 
que  se comprobó una similitud molecular entre los carcinomas de mama basal-
like y los carcinomas serosos de ovario, también justificarían evaluar este valor 
predictivo de respuesta a platino en CMTN, que se observó en el estudio de Ehlén 
y cols. en cáncer de ovario151. .  
Por otra parte, todavía hay problemas que solventar en relación con la determina-
ción de expresión de RBM3 en tejido tumoral. No está definido cuál es el mejor 
método para analizar la proteína, los estudios que evalúan su expresión mediante 
IHQ utilizan distintos puntos de corte y, a día de hoy, todavía desconocemos si 
hay diferencias de expresión de RBM3 en el tumor primario en comparación con 
las metástasis.   
NIPSNAP1 es una proteína ampliamente expresada en sistema nervioso central, 
hígado y riñón, cuya función no está claramente definida152,153. NIPSNAP1 sólo se 
expresa en las neuronas, y se ha asociado a diversas enfermedades neuronales 
como la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer y la fenilcetonuria, e incluso parece 
tener un papel en la transmisión del dolor. Su asociación con el cáncer no está cla-
ra. Sin embargo, el hecho de que en nuestro estudio la expresión de NIPSNAP1 
se asocie a peor pronóstico en pacientes con CMTN, una población con elevado 
riesgo de recaída tumoral a nivel de SNC, nos hace plantearnos la posibilidad de 
explorar esta asociación en futuros estudios.  
No obstante, hay que reseñar que las proteínas incluidas en los predictores pro-
nósticos, en este caso RBM3 y NIPSNAP1, no tienen por qué estar relacionadas 
con la patogénesis del tumor, ya que el predictor establece asociaciones estadísti-
cas que no tienen que ser necesariamente causales.  
En todo caso, el predictor pronóstico establecido en nuestro estudio precisaría va-
lidación independiente, de forma prospectiva, previa a su posible uso en la prácti-







2.3.- Análisis funcional de la expresión de proteínas    
Con el objetivo de explorar las relaciones entre proteínas en nuestra muestra de 
CMTN, creamos un modelo probabilístico a partir los datos de las 1.206 proteínas 
identificadas. Esto nos permitió crear una representación gráfica en la que se defi-
nieron diez nodos funcionales. Una vez establecida la actividad de cada nodo, 
comprobamos que existían diferencias entre los dos grupos que habíamos esta-
blecido previamente, en los procesos de glucolisis, inmune, matriz extracelular, 
exosomas, lisosomas y citoesqueleto. 
En este sentido, las diferencias observadas en el nodo inmune nos hacen plan-
tearnos la posibilidad de evaluar en futuros estudios de inmunoterapia la posible 
asociación de estas proteínas con respuesta a dichos tratamientos. Aunque, como 
comentamos previamente, ninguna de las proteínas identificada en nuestro estu-
dio tiene una diana terapéutica conocida, podría evaluarse su papel como posible 
marcador predictivo de respuesta. En el caso del cáncer de mama, los resultados 
obtenidos con inmunoterapia no han sido tan positivos como los obtenidos en 
otros tumores, aunque parece que el subtipo de CMTN es el que mejores resulta-
dos obtiene con estos tratamientos154. Encontrar un biomarcador que nos ayudara 
a seleccionar a las pacientes que sí se van a beneficiar sería fundamental.       
Por otra parte, también es de reseñar que se observaron diferencias significativas 
en el nodo de glucolisis entre los dos grupos, que también se encontraron en el 
SAM, cosa que no ocurrió con el resto de las funciones. Esta aproximación funcio-
nal, basada en modelos gráficos probabilísticos, nos ofrece información comple-
mentaria a los análisis convencionales. 
 
 
2.4.- Análisis de proteínas relacionadas con recaídas tardías   
Varios estudios muestran que la gran mayoría de las recaídas tumorales en CMTN 
ocurren en los primeros 5 años desde el diagnóstico. Sin embargo, las recaídas 
tardías, aunque poco frecuentes, ocurren (en nuestra serie 4 de las pacientes re-
cayeron después del octavo año) y probablemente en algunos de los estudios es-




ciente del MD Anderson Cancer Center155 se revisaron, de forma retrospectiva, 
873 mujeres con CMTN que no habían recaído en los primeros 5 años tras la ciru-
gía. A diferencia de la serie de Dent y cols. en la que no se objetivaron recaídas a 
partir de los 8 años64, en este estudio se objetivaron 22 recaídas tardías, 16 a dis-
tancia (50% en pulmón/pleura, 36% en ganglios a distancia, 27% en hueso y 14% 
en SNC) y 6 locorregionales. Sólo cuatro pacientes de nuestra serie presentaron 
recaídas tardías (más de 8 años desde el diagnóstico): una localizada en pulmón, 
una en pleura, una en hueso y una en varias localizaciones de forma simultánea. 
Estos resultados fueron comparables a los observados en el estudio del MD An-
derson Cancer Center. 
Nos planteamos que sería interesante conocer las características moleculares de 
esta subpoblación en concreto, ya que su comportamiento clínico claramente es 
distinto al del resto de CMTN, lo que podría indicar que necesitan un seguimiento 
y un tratamiento distinto. En nuestro análisis, cuatro proteínas (PTBP1, DBNL, 
IGHG1 y IGKC), se asociaron de forma significativa con recaídas tardías (más de 
90 meses después del diagnóstico). No obstante, una limitación importante de es-
te análisis es el pequeño tamaño muestral, ya que se compararon los resultados 
de 4 pacientes con recaídas tardías frente a 40 pacientes que no experimentaron 
recaída tras 90 meses de seguimiento. Aún así, sería interesante realizar estudios 
moleculares que incluyan un mayor número pacientes con recaídas tardías de 
CMTN.   
DBNL es una proteína de unión a actina, que ha sido relacionada con la endocito-
sis y la respuesta inmune156,157, aunque por el momento no conocemos ninguna 
implicación de DBNL en la progresión tumoral. 
La PTBP1 (polypyrimidine tract binding protein) es una proteína implicada en el 
control del metabolismo del ARN, cuyo papel en la transformación maligna y la 
proliferación tumoral cada vez se considera más importante. Varios estudios han 
mostrado que la expresión elevada de PTBP1 se asocia a mayor agresividad tu-
moral y peor pronóstico en cáncer de mama 158,159,160, ovario161 y gliomas162. En 
nuestra población con CMTN, la elevada expresión de PTBP1 en mujeres sin re-




Wang y cols. analizaron la expresión de PTBP1 en 137 pacientes diagnosticadas 
de carcinoma de mama. La expresión elevada de PTBP1 fue significativamente 
más frecuente en pacientes con ganglios positivos, HER2 positivo y estadio tumo-
ral más avanzado, aunque hay que señalar que no analizó específicamente la ex-
presión de PTBP1 en la subpoblación con CMTN. Este estudió mostró que la su-
presión de PTBP1 se asocia a una menor capacidad de crecimiento, invasión y 
migración de las células tumorales, que parece mediada por la vía de señalización 
PTEN/Akt158. Esto sugiere un posible valor de PTBP1 como valor biomarcador 
pronóstico, pero también como posible diana terapéutica.  
Recientemente Orozco y cols163 mostraron que los CMTN con elevada expresión 
de PTBP1 presentan un perfil de infiltración inmunitaria compatible con evasión 
inmune, sugiriendo un posible papel de la inmunoterapia en estas pacientes. Este 
mismo grupo demostró que la elevada expresión de PTBP1 en pacientes con 
CMTN se asoció a una menor supervivencia libre de recaída y menor superviven-
cia global163,164.  
Es evidente que la respuesta inmunitaria a nivel del microambiente tumoral juega 
un papel crucial en la progresión tumoral. En los últimos años ha surgido un inte-
rés creciente en la investigación de la respuesta inmune y su posible papel en el 
tratamiento del cáncer, lo que ha llevado a la aprobación de nuevos fármacos que 
han impactado de forma muy positiva en la supervivencia de los pacientes oncoló-
gicos. Hasta la fecha, la mayor parte de esta investigación se ha centrado en el 
papel de la inmunidad celular, mediada por linfocitos T, en el pronóstico y trata-
miento del cáncer. El receptor 1 de muerte celular programada (PD-1) es un re-
ceptor de control inmunitario que se expresa fundamentalmente en los linfocitos T 
activados, y limita la función de los linfocitos T efectores. El ligando 1 de muerte 
celular programada (PD-L1), es una molécula inhibidora de los linfocitos T, que se 
expresa en las células tumorales y en las células inmunes. La unión de PD-L1 a 
PD-1 es un importante mecanismo de evasión tumoral del sistema immunitario, lo 
que ha llevado a utilizar anticuerpos dirigidos contra PD-1 y PD-L1 con buenos re-
sultados. También en relación con la inmunidad celular se ha comprobado que la 
presencia de TILs se asocia a mejor pronóstico y mayor respuesta a quimioterapia 





Recientemente varios estudios han investigado el papel de la inmunidad humoral 
en el desarrollo tumoral, demostrando la importancia de la infiltración por células B 
y células plasmáticas en el pronóstico de distintos tumores165 incluido el cáncer de 
mama166,167,168. Ya en el año 2012, Schmitd y cols. publicaron un interesante estu-
dio en el que demostraron que el gen de la Inmunoglobulina cadena κ (IGKC) se 
asociaba con un mejor pronóstico en todos los subtipos de cáncer de mama, in-
cluido el subtipo con CMTN (HR 0,81; IC 95% 0,69-0,95). Este estudio también 
mostró una mayor tasa de RCp tras quimioterapia neoadyuvante en pacientes con 
cáncer de mama y receptores hormonales negativos que expresaban IGKC, lo que 
apoya el efecto antitumoral de la quimioterapia mediado por la respuesta inmune 
además de su conocido efecto citotóxico. Yeong y cols.168 han evaluado el papel 
de un panel de genes relacionados con células B/células plasmáticas en 269 
muestras de CMTN con el fin de buscar un posible biomarcador pronóstico. Tres 
proteínas (IGKC, IGHM y IGHG1) se asociaron de forma significativa a mayor 
SLE, incluso tras ajustar por factores clínicos (edad, tamaño tumoral, grado y afec-
tación ganglionar). Por otra parte, la expresión de IGHG1 se asoció además a ma-
yor SG en esta población.             
Parece, por tanto, que genes relacionados con la inmunidad celular como IGHG1 
e IGKC podrían ser utilizados como biomarcadores pronósticos, y probablemente 
predictivos de respuesta a quimioterapia preoperatoria, en cáncer de mama. En 
este sentido, el análisis de la expresión de sus proteínas en tejido tumoral fijado 
en parafina parece más factible en la práctica clínica diaria165.         
Esta nueva información sobre la importancia de la respuesta humoral en el CMTN 
no sólo abre un camino a su aplicación como marcador pronóstico y predictivo de 
respuesta a quimioterapia en la clínica, si no como posible diana terapéutica, co-
mo ha ocurrido en el caso de la inmunidad celular y los resultados recientes que 
muestran un beneficio en SG del uso de Atezolizumab, un anticuerpo anti-PDL1, 








2.5.- Evaluación de resultados de la técnica SWATH-MS   
Nuestro estudio analiza una nueva técnica para estudio del proteoma en una 
muestra amplia de carcinomas de mama triple negativos. Lo más innovador del 
estudio es el uso de SWATH, que demostró ser una técnica robusta, con la que 
sólo se descartaron dos muestras por pobre calidad de la medición.  
Sin embargo, el estudio muestra una serie de limitaciones relacionadas con la téc-
nica empleada. El número de proteínas que identificamos mediante esta técnica 
fue inferior a lo que inicialmente esperábamos, e inferior a lo que habitualmente 
obtenemos con otras técnicas y, es posible que esto nos haya hecho perder in-
formación útil. Por otra parte, el análisis simultáneo de la expresión génica y de 
proteínas en una misma muestra, aporta una información mucho mayor que la de 
cada una de dichas medidas por separado. Nuestro estudio carece de esta valida-
ción de los resultados obtenidos con proteómica con datos de expresión génica, lo 
que limita su utilidad clínica. Sería especialmente interesante correlacionar los da-
tos obtenidos del estudio de proteínas con los subtipos descritos por autores como 
Lehmann a nivel genómico. En este sentido, las pacientes con recaídas tardías 
nos parecen un grupo especialmente interesante para el análisis conjunto de ge-
nes y proteínas. Resultados publicados previamente119 muestran que las pacien-
tes con subtipo LAR presentaban recaídas tardías, en tanto que los subtipos BL1 y 
BL2 suelen recaer precozmente. Este subtipo LAR se correlaciona, en su mayoría, 
con tumores luminales cuando se analizan por PAM50. Podría ser interesante 
analizar si las pacientes de nuestro estudio que recayeron después del octavo año 
del diagnóstico se corresponden con tumores luminales y si las 4 proteínas identi-
ficadas como asociadas a recaída tardía se asocian a dichos subtipos luminales.  
SWATH-MS es una técnica con una elevada precisión y reproducibilidad, y una 
mayor facilidad para adquisición de datos que otras técnicas clásicas como la mo-
nitorización de reacción selectiva (Selected Reaction Monitoring, SRM) o monitori-
zación de reacciones paralelas (Parallel Reaction Monitoring, PRM). Sin embargo, 
su sensibilidad es inferior a la de estas aproximaciones, y el análisis de datos más 
complejo, por lo que en el futuro estos inconvenientes deberían mejorarse para 










































1. La muestra empleada en este estudio presenta unas características clínicas y 
un patrón de recaída tumoral similar a lo descrito en otras series, por lo que 
es una representación adecuada de la población de cáncer de mama triple 
negativo. 
 
2. La espectrometría de masas SWATH es una técnica fiable y robusta que 
permite obtener datos de expresión de proteínas en tejido FFPE. 
 
3. Los patrones de expresión de proteínas establecen dos claros grupos de tu-
mores con diferencias a nivel molecular, aunque sin diferencias en la supervi-
vencia.  
 
4. El análisis de los datos obtenidos mediante experimentos de proteómica  nos 
han permitido crear un predictor pronóstico de recaída tumoral, en una pobla-
ción con CMTN, basado en la expresión de 2 proteínas (RBM3 y NIPSNAP 1). 
 
5. Nuestro estudio confirma la asociación de RBM3 con bajo riesgo de recaída 
objetivada en otros estudios de pacientes con cáncer de mama.      
 
6. La utilización de modelos gráficos probabilísticos no dirigidos permite estudiar 
diferencias a nivel de procesos biológicos entre distintos tipos de carcinomas 
de mama triple negativos. 
 
7. Estos modelos gráficos probabilísticos no dirigidos sugieren que la actividad 
de varios procesos (glucolisis, respuesta inmune, matriz extracelular, exoso-
mas, lisosomas y citoesqueleto) es diferente entre los distintos grupos de 
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ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
AJCC: American Joint Committee on Cancer. 
ARN: Ácido ribonucleico. 
ASCO: American Society of Clinical Oncology. 
BCI: Breast Cancer Index. 
BL: Basal like. 
CAP: College of American Pathologists.  
CMF: Ciclofosfamida, metotrexate, fluoracilo. 
CK: Citoqueratinas. 
CMTN: Carcinoma de mama triple negativo. 
DAVID: Base de datos para Anotación, Visualización y Descubrimiento Integrado 
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). 
DBNL: Drebrin-like Protein. 
DDA: Adquisición Dependiente de Datos (Data Dependent Acquisition).  
DIA: Adquisición Independiente de Datos (Data Independent Acquisition). 
EGFR: Receptor de factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor Re-
ceptor). 
EBCTCG: Early Breast Cancer trialist’ Collaborative Group.  
FDA: Food and Drug Administration. 
FDR: tasa de descubrimientos falsos (False Discovery Rate). 
FFPE: Fijadas en Formol y Embebidas en Parafina (Formalin-Fixed, Paraffin-
Embedded). 




HCL: agrupamiento jerárquico (Hierarchical Clustering). 
HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Human Epidermal 
Growth Factor Receptor 2).  
HR: Hazard Ratio. 
IGHG1: Immunoglobulin Heavy Constant Gamma 1. 
IGKC: Immunoglobulin Kappa Constant. 
IHQ: Inmunohistoquímica.  
INE: Instituto Nacional de Estadística. 
ISH: Hibridación in situ. 
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisa y Goto. 
LC: Cromatografía Líquida. 
MS: Espectrometría de Masas. 
NIPSNAP1: Protein NipSnap homolog 1. 
PAAF: Punción aspiración con aguja fina. 
PARP: Poli-ADP ribosa polimerasa. 
PRM: monitorización de reacciones paralelas (Parallel Reaction Monitoring). 
PTBP1: Polypyrimidine Tract Binding Protein 1. 
RCp: Respuesta completa patológica. 
RBM 3: RNA-binding motif protein 3. 
RE: Receptor de Estrógeno. 
RH: Receptores Hormonales. 
RP: Receptor de Progesterona. 




ROR: Riesgo de Recaída (Risk of Recurrence). 
RT-PCR: Proceso de transcripción inversa seguida de PCR a tiempo real. 
SAM: Análisis de significación de microarrays (Significance Analysis of Microarrays). 
SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad.  
SNC: Sistema Nervioso Central. 
SG: Supervivencia Global. 
SRM: monitorización de reacción selectiva (Selected Reaction Monitoring). 
SWATH: Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical Fragment Ion Mass 
Spectra.   
TAC: Tomografía Axial Computerizada. 
TILs: Linfocitos infiltrantes de tumores. 
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